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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ASE sistem za pospešeno ekstrakcijo 
Asn Aspergillus niger (črna plesen) 
BW les vej 
CA kumarilna kislina 
DK mrtva grča 
DMSO dimetil sulfoksid 
DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 
Epi epikatehin 
EtOAc etil acetat 
EtOH etanol 
Fer ferulna kislina 
Fus Fusarium solani 
Gt Gloeophyllum trabeum (navadna tramovka) 
HMR hidroksimatairezinol 
H2O voda 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HVA homovanilinska kislina 
HW jedrovina 
In% procent inhibicije glivnega razvoja v radialni smeri 
Iso-Lari izolaricirezinol 
KW les grč 
Lari laricirezinol 
LK živa grča 
Matai matairezinol 
Me2CO aceton 
MeOH metanol  
ODS oktadecilsilil (C18) kolona 
PDA fotodiodni HPLC-detektor 
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Pee Penicillium expynsum 
Pino pinorezinol 
Qur kvercetin 
R
2
 koeficient determinacije 
Rf retencijski oziroma zadrževalni faktor 
RP – HPLC  reverzno fazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
RSA aktivnost lovljenja radikalov (radical scavenging activity) 
Seco sekoizolaricirezinol 
Scc Schizophyllum commune (pahljačica) 
SW beljava 
Tax taksifolin 
TLC tankoplastna kromatografija 
tr retencijski oziroma zadrževalni čas 
Tv Trametes versicolor (pisana ploskocevka) 
UV-Vis ultravijolična  – vidna spektrofotometrija 
v/v volumsko razmerje 
w/w masno razmerje 
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1 UVOD  
Grče, so deli živih oziroma mrtvih vej, ki so locirani oziroma vklopljeni v deblo. V 
lesnopredelovalni industriji prestavljajo ostanek. Problematične so predvsem v papirni 
industriji, saj dokazano negativno vplivajo na kvaliteto papirne kaše, oziroma na kvaliteto 
končnega produkta. Poleg težav, ki se zaradi prisotnosti grč pojavijo pri obdelavi lesa, le-te 
predstavljajo tudi estetsko hibo, predvsem tiste, z večjimi dimenzijami ter izpadle grče. 
Grče v lesni industriji obravnavamo kot najmanj vredno lesno biomaso, ki se najpogosteje 
uporablja le kot energent, kar pa predstavlja zadnjo fazo v kaskadni rabi lesa.  
Po drugi strani pa grče predstavljajo bogat vir polifenolnih ekstraktivov, torej nestrukturnih 
komponent lesa, ki so danes deležni velike pozornosti, predvsem zaradi številnih 
bioaktivnih lastnosti in njihovega naravnega izvora. Te nizkomolekularne spojine lahko iz 
rastlinskih tkiv pridobimo na relativno enostaven in hiter način, z ekstrakcijo. Dobro 
poznavanje kemijske sestave ekstraktivov je izredno pomembno za izkoriščanje 
biorafinarijskega potenciala, ki ga grče vsekakor imajo. V pričujočem magistrskem delu se 
bomo osredotočili predvsem na sestavo in vsebnost ekstraktivov v lesu grč bele jelke 
(Abies alba Mill.). Z različnimi analitskimi metodami smo identificirali in kvantitativno 
ovrednotiti glavne spojine v lesnih ekstraktih. V raziskavo bomo vključili različna lesna 
tkiva bele jelke, torej les grč, les vej ter jedrovino in beljavo. 
1.1 CILJI MAGISTRSKEGA DELA 
Osrednji cilj magistrskega dela je bil raziskati kemijsko sestavo ekstraktivov v lesu debel, 
grč in vej bele jelke (Abies alba Mill.) ter preveriti njihov fungistatični in antioksidativni 
potencial.  
Ob tem smo si zastavili sledeče cilje: 
 
 Smiselno in natančno vzorčenje, oziroma izolacija posameznih lesnih tkiv bele 
jelke (A. alba), 
 določitev ustreznih pogojev za učinkovito ekstrakcijo lesa bele jelke, 
 z uporabo gravimetričnih, spektrofotometričnih in kromatografskih metod raziskati 
vsebnost spojin v ekstraktih lesa bele jelke, 
 proučiti morebiten inhibitoren učinek ekstraktivov lesnih tkiv bele jelke na rast gliv 
razkrojevalk lesa. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Grče vsebujejo več hidrofilnih ekstraktivov kot beljava in jedrovina bele jelke. 
 Grče vsebujejo več lignanov kot beljava in jedrovina bele jelke. 
 Les mrtvih grč vsebuje več hidrofilnih ekstraktivov kot les živih grč. 
 Vsebnost ekstraktivov v veji se z oddaljenostjo vzorca od debla zmanjšuje. 
 Ekstrakti grč bele jelke zavirajo rast povzročiteljic rjave trohnobe.  
 Ekstrakti grč bele jelke zavirajo rast povzročiteljic bele trohnobe. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BELA JELKA (ABIES ALBA MILL.)  
Navadna ali bela jelka (Abies alba Mill.) je zimzeleni iglavec iz rodu jelk (Abies) in sodi v 
družino borovk (Pinaceae) (Abies alba, 2019). Svoje znanstveno ime je dobila po beli 
barvi skorje in spodnje strani iglic (lat. albus = bel) (Kotar in Brus, 1999). Najdemo jo 
predvsem v goratih predelih srednje Evrope, prisotna pa je tudi v nekaterih delih južne in 
vzhodne Evrope. Je ena najvišjih drevesnih vrst v Evropi, saj lahko dosega višine do 60 m. 
Ima pomembno vlogo pri ohranjanju ekološkega in funkcionalnega ravnotežja evropskih 
gozdov in je ena izmed temeljnih vrst za ohranjanje visoke biotske raznovrstnosti v 
gozdnih ekosistemih (Mauri in sod., 2016).  
2.1.1 Biologija in ekologija bele jelke 
Bela jelka je najvišje drevo iz rodu Abies v Evropi. Pod ugodnimi pogoji ta vrsta lahko 
doseže starost od 500 let do 600 let in višine dreves do 65 m (Wolf, 2003). Pri odraslih 
drevesih se premer debel na prsni višini giblje od 150 cm do 200 cm (Wolf, 2003). Krošnja 
je pri mladih drevesih stožčaste oblike (Slika 1a), pri starejših pa parabolične ali valjaste s 
sploščenim vrhom. Deblo je relativno ravno in valjaste oblike z vodoravno izraščajočimi 
vejami (Wolf, 2003). Skorja je v mladosti tanka, gladka, temno siva in ima smolne 
mešičke, v starosti pa postane svetlo siva in razpoka v pravokotne luske (Slika 1b). 
Koreninski sistem je razmeroma globok in razvije izrazito srčno korenino. Deblo je 
polnolesno in ravno. Jelove iglice (Slika 1c) so ploščate, dolge od 10 mm do 35 mm in 
široke do 3 mm (Kotar in Brus, 1999). Na zgornji strani so temno zelene in bleščeče, 
spodaj imajo dve značilni beli progi. Če je drevo zdravo ostanejo na drevesu od 8 let do 12 
let, sicer manj (Kotar in Brus, 1999).  
Cvetenje se pri drevesih, ki rastejo zunaj gozda, začne med 25. in 35. letom ter med 60. in 
70. letom pri drevesih znotraj gozda (Wolf, 2003). Bela jelka je enodomna. Moški in 
ženski cvetovi se pojavljajo ločeno na istem drevesu, ženski cvetovi so običajno locirani na 
koncu najvišjih vej krošnje, moški cvetovi pa se na splošno pojavljajo nižje kot ženski. 
Cveti od aprila do junija, v septembru in oktobru pa v celoti razvita semena raznosi veter. 
Zreli storži (Slika 1d) so pokončni in razpadejo na drevesu. Mirovanje semen, ki ga 
povzročajo eterična olja, shranjena v semenski ovojnici, traja običajno eno zimo (Wolf, 
2003).  
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Slika 1: Bela jelka (A. alba): a) Mlado drevo. b) Svetlo sivo lubje zrelega drevesa. c) Vejice s temno 
zelenimi iglicami. d) Zreli storži. (Mauri in sod., 2016) 
 
Prilagojena je na najrazličnejše vrste tal z različnimi vsebnostmi hranil in različno pH 
vrednostjo, razen kompaktnih in hidromorfnih tal. Najbolj ji ustrezajo globoka, s hranili 
bogata in vlažna, vendar ne preveč mokra tla s pH od kislega do nevtralnega. Ima opazno 
sposobnost zakisljevanja tal. Pomemben vpliv imata vlaga in temperatura. Za razliko od 
drugih evropskih in sredozemskih vrst Abies ima raje hladnejše in vlažnejše pogoje, pri 
čemer se optimalne poletne temperature gibljejo med 14 °C in 19 °C (Mauri in sod., 2016). 
Padavinski optimum je med 1.000 mm in 2.500 mm padavin letno (Kotar in Brus, 1999). 
Ne prenese nizkih zimskih temperatur. Občutljiva je na pozne spomladanske pozebe in 
zaradi močnega koreninskega sistema razmeroma odporna proti močnemu vetru. Sposobna 
je preživeti že z zelo majhnimi količinami svetlobe, v globoki senci lahko kot nekaj 
decimetrov visoko drevesce čaka na ugodnejše svetlobne razmere celo 200 let (Kotar in 
Brus, 1999). Ko se le-te pojavijo, nadaljuje s pospešeno rastjo in se normalno vključi v 
zgornjo drevesno plast (Kotar in Brus, 1999). Na zgornji gozdi meji jo večinoma najdemo 
v kombinaciji s smreko (Picea abies) ali rdečim borom (Pinus sylvestris). Na nižjih 
nadmorskih višinah pa tvori mešane sestoje z bukvijo (Fagus sylvatica) (Mauri in sod., 
2016). Razprševanje semen je zelo učinkovito, kar omogoča, da bela jelka kolonizira, npr. 
pionirske borove gozdove in odprta območja poraščena z grmičevjem (Wolf, 2003).  
2.1.2 Distribucija bele jelke v Evropi 
Bela jelka pogosto porašča razmeroma višje ležeča področja (500 – 2.000 m nadmorske 
višine) (Mauri in sod., 2016). Skozi vse leto zahteva razmeroma visoko zračno vlažnost, 
povprečna letna količina padavin mora biti med 700 mm in 1.800 mm (Mauri in sod., 
2016). Njena glavna rastišča so v srednji Evropi, na Švicarski planoti ter v južni in vzhodni 
Nemčiji ter na Češkem in v Avstriji (Slika 2). Večja rastišča so v Pirenejih, južnih Alpah 
severne Italije in Ticina ter v vzhodnih Alpah, na Karpatih in v Albaniji. Bolj sporadično jo 
najdemo tudi v vzhodni Franciji, v Centralnem masivu in v Apeninih. Sestoji bele jelke so 
prisotni tudi v Dinarskih Alpah in so neprekinjeno povezani preko Rodopov v Bolgariji in 
Grčiji, kjer se naravno hibridizira z grško jelko (Abies cephalonica). Nasadi bele jelke 
a
) 
b
) 
c
) 
d
) 
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izven naravnih rastišč so, zaradi povečane izpostavljenosti napadu žuželk v monokulturah, 
redki (Mauri in sod., 2016).  
 
Slika 2: Naravni areal bele jelke (A. alba) v Evropi (Euforgen, 2011) 
 
Glede distribucije bele jelke v času ledenih dob paleontološke evidence predlagajo več  
različnih zatočišč v severni, srednji in južni Italiji, na Balkanu, Pirenejih in morda v 
Franciji, kar se sklada z rezultati, pridobljenimi z uporabo biokemijskih in molekularnih 
markerjev (Cheddadi in sod., 2014). V preteklih desetletjih se je bela jelka pozitivno 
odzivala na podnebno segrevanje v srednji Evropi in sosednjih območjih, kar je bilo 
razvidno iz številnih zaporedji širin branik. Kljub temu se, zaradi napadov živali in 
nadomeščanja s smreko (Picea abies), gospodarsko bolj dragoceno vrsto, v Švici njena 
številčnost zmanjšuje. V prihodnosti nekatere študije predvidevajo zmanjšanje distribucije, 
kot odziv na pričakovano globalno segrevanje, druge pa kažejo na stabilne razmere ali 
širitve (Mauri in sod., 2016).  
2.1.3 Razširjenost bele jelke v Sloveniji  
Po podatkih Zavoda za gozdove Slovenije za leto 2017 ima jelka v celotni lesni zalogi 7,4 
% delež. Od leta 1998 se delež iglavcev v lesni zalogi znižuje, ta trend pa lahko pripišemo 
številnim dejavnikom, kot so težave zaradi ujm in podlubnikov. Najbolj se zmanjšuje prav 
delež jelke. Na račun jelke se je povečal delež hrasta, plemenitih in trdih listavcev (Gozd in 
gozdarstvo, 2019).  
Jelko najdemo skoraj povsod po Sloveniji. Najpogostejša je v dinarskem in predalpskem 
svetu, manjka samo v severovzhodnem delu države in v submediteranu. Največ je najdemo 
v mešanih jelovo-bukovih dinarskih gozdovih, ki se raztezajo od Trnovskega gozda čez 
Javornike in Snežnik vse do Gorskega Kotarja na Hrvaškem. Ti gozdovi so med 
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proizvodno najzmogljivejšimi tipi gozdov. Lesne zaloge v jelovem gozdu so lahko zelo 
velike, celotna lesna proizvodnja 120-letnega sestoja je lahko celo 2.000 m
3
/ha (Brus, 
2011). 
 
Slika 3: Lesna zaloga jelke v slovenskih gozdovih (Karte drevesnih vrst ZGS, 2019) 
2.2 LES BELE JELKE IN NJEGOV GOSPODARSKI POMEN 
Les bele jelke je mehak, elastičen, lahko cepljiv in lahek (Brus, 2011). Spada med lesne 
vrste z nizko oziroma srednjo gostoto (gostota r0 320…410…710 kg/m
3
) (Čufar, 2006). Je 
rumenkastobele do skoraj bele barve, brez obarvane jedrovine. Zaradi pogoste prisotnosti 
mokrega srca lahko pride do rahlega obarvanja. Letnice so dobro vidne, prehod med ranim 
in kasnim lesom pa je postopen. Je brez normalnih smolnih kanalov, kar je 
najpomembnejši znak za makroskopsko razlikovanje med jelovino in smrekovino (Čufar, 
2006). 
Jelovina je smreki podobna ne le po videzu temveč tudi po lastnostih obdelave in predelave 
ter uporabi. Obdelavnost lesa jelke je nekoliko slabša kot pri smrekovini, zato je manj 
priljubljena za stavbeno in pohištveno mizarstvo. Je tudi nekoliko krhkejša in vlaknata ter 
ima večje, močnejše in trše grče. Prednost ima tam, kjer ni zaželjena smola ali pa je 
potrebna velika odpornost proti kislinam in bazam. Ima zadostne trdnostne lastnosti, da se 
lahko uporablja za nosilne elemente. Nezaščitena ni primerna za uporabo na prostem, saj ni 
naravno odporna proti škodljivcem. Beljavo z lahkoto impregniramo, jedrovino pa 
nekoliko težje (Čufar, 2006). 
Uporablja se predvsem za gradbeni les, pohištvo, vezan les in celulozo (Wolf, 2003). Na 
trgu jo lahko dobimo v obliki hlodovine, žaganega lesa in luščenega furnirja (Čufar, 2006). 
Iz različnih delov jelke (iglic, semen ali smole v smolnih žepkih v mladi skorji) je mogoče 
pridobivati dišeča eterična olja, ki so uporabna v zdravilstvu ali v kozmetični industriji. 
Velik pomen ima tudi v čebelarstvu, saj je vir hojevega medu. Hoja je namreč drug izraz za 
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jelko. Čebele nabirajo mano ali medeno roso. To je sladek, delno predelan drevesni sok, ki 
ga črpajo nekatere uši in kaparji, ter ga nato izločijo. Kadar jelka dobro medi, lahko en 
panj nabere do 10 kg medu na dan (Brus, 2011). 
2.3 GRČE 
Torelli (1990) je grčo definiral kot del veje, ki je vklopljen v deblo. Torej povezujejo deblo 
drevesa z njegovimi vejami ter listi, ki so bistveni za fotosintezo drevesa in rast (Kebbi-
Benkeder in sod., 2014). Dokler je veja živa, njen kambij in prirastne plasti sklenjeno 
prehajajo v debelni kambij in debelne prirastne plasti, je grča zrasla. Ko veja odmre z njo 
odmre tudi vejni kambij in poslej ni več kontinuitete med debelnim in vejnim kambijem 
oziroma prirastnimi plastmi. Štrclji vej pri iglavcih so prepojeni s smolo in še dolgo 
ostanejo na deblu, ki jih obrašča, ne da bi bili z njimi v fizičnem kontaktu, takšna grča pri 
predelavi navadno izpade, zato jo imenujemo izpadna grča (Torelli, 1990). Za grče je 
značilen skoraj vodoraven potek vlaken, večja gostota in temnejša obarvanost. Ko 
posekamo drevo, predstavljajo glavno napako v lesu debla in so zato pri predelavi lesa 
nezaželene (Kebbi-Benkeder in sod., 2014). V papirni in celulozni industriji otežujejo 
proces proizvodnje celuloze in poslabšajo kakovost kaše, zato jih je pred pulpanjem 
potrebno izločiti (Willför in sod., 2004a). V žagarskih obratih pa njihova prisotnost 
zmanjšuje mehanske lastnosti in tržno vrednost žaganih izdelkov (Kebbi-Benkeder in sod., 
2014).  
Različne študije so razkrile bogastvo lesa grč z vidika visoke vsebnosti ekstraktivnih snovi 
v primerjavi z jedrovino pri večini iglavcev, kot so smreka, jelka in bor (Kebbi-Benkeder 
in sod., 2014). Grče veljajo za  potencialno zelo dragocen vir lignanov, stilbenov, 
flavonoidov in drugih fenolnih snovi, ki bi jih lahko v različnih tehničnih aplikacijah 
uporabili kot naravne antioksidante in kot aktivne sestavine v živilih ali farmacevtskih 
izdelkih (Willför in sod., 2004a).  
Grče iglavcev vsebujejo izredno visoke koncentracije lignanov. Običajno vsebujejo od 5 % 
do 15 % (w/w) lignanov, v ekstremnih primerih pa jih lahko vsebujejo celo do 30 % (w/w) 
(Willför in sod., 2004a). Lignani se v grčah pojavljajo v prosti obliki in se zlahka 
ekstrahirajo s polarnimi topili (Willför in sod., 2004a). Ena od možnih razlag, zakaj imajo 
grče iglavcev visoko vsebnost lignanov je verjetno ta, da so lignani vpleteni v lignifikacijo 
kompresijskega lesa, ki vsebuje več lignina kot navaden les. Po drugi strani so grče 
občutljivo mesto za dostop patogenov, kar lahko opraviči višjo vsebnost lignanov, kateri 
zaščitijo les pred biotskimi in abiotskimi dejavniki (Kebbi-Benkeder in sod., 2014). 
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2.4 KEMIČNA ZGRADBA LESA BELE JELKE (ABIES ALBA MILL.) 
2.4.1 Kemična zgradba lesa 
Povzeto po M. Rowell in sod. (2013) les najbolje definiramo kot tridimenzionalni 
biopolimerni kompozit, sestavljen iz medsebojno povezanih celuloze, hemiceluloz in 
lignina ter manjših količin ekstraktivnih in anorganskih snovi. Glavno kemično 
komponento živega drevesa predstavlja voda, suhe celične stene pa sestavljajo polisaharidi 
(ogljikovi hidrati, 65 % –75 %), ki so kombinirani z ligninom (18 % – 35%). Na splošno je 
elementarna sestava suhega lesa približno 50 % ogljika, 6 % vodika, 44 % kisika in 
anorganske snovi v sledovih. Kemijska sestava lesa iglavcev in listavcev se nekoliko 
razlikuje. S preprosto kemijsko analizo lahko razlikujemo med listavci in iglavci, 
posameznih drevesnih vrst pa s takšnimi tehnikami ni mogoče identificirati. Razlog za to 
so variacije znotraj posamezne vrste in podobnosti med različnimi vrstami. Na splošno 
imajo iglavci višjo vsebnost celuloze (40 % – 45 %), višjo vsebnost lignina (26 % – 34 %) 
in nižjo vsebnost pentozanov (7 % – 14 %). Listavci vsebujejo 38 % – 49 % celuloze, 23 % 
– 30% lignina in 19 % – 26 % pentozanov (M. Rowell in sod. 2013).  
Glede na vlogo, ki jo imajo posamezne spojine v lesu, jih lahko razdelimo na strukturne in 
nestrukturne komponente. Med strukturne komponente štejemo netopne makromolekule 
celuloze, hemiceluloz in lignina. Zanje je značilno, da gradijo olesenelo celično steno in 
tako določajo obliko celic ter večino mehanskih in fizikalnih lastnosti lesa (Oven in sod., 
2009). Med njimi je najpomembnejši gradnik rastlinske celice celuloza, ki ima predvsem 
mehansko vlogo. Lignin in hemiceluloze pa predstavljajo vezni člen med celuloznimi 
verigami (Slika 4) (Oven, 2014b).  
 
Slika 4: Molekularni model sekundarne celične stene lesa iglavcev (Aminzadeh in sod., 2017) 
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V celičnih lumnih, v praznih prostorih v celični steni ter v medceličnih prostorih so 
prisotne tudi nestrukturne komponente. Običajno jih označujemo z izrazom ekstraktivi, 
včasih pa jih imenujemo tudi zunajcelične snovi ali ekstracelularne snovi (Oven in sod. 
2009).  
2.4.2 Ekstraktivi 
Oven in sod. (2009) navajajo, da ekstraktivi predstavljajo veliko skupino kemijskih spojin, 
ki imajo običajno majhno molekulsko maso, nekaj izmed njih pa je makromolekul. Delimo 
jih na organske in anorganske. Organski so večinoma topni in jih je iz lesa mogoče 
odstraniti z uporabo topil ustrezne polarnosti. Pri tem se njihova kemijska zgradba ali 
zgradba preostalih komponent praviloma ne spremeni. Anorganske oziroma mineralne 
snovi, kot so npr. kalcijeve, kalijeve in magnezijeve soli, so prisotne v majhnih količinah. 
Običajno jih označujemo z izrazom pepel (Oven in sod., 2009).  
Kljub temu, da je delež ekstraktivov v lesu relativno majhen, imajo te spojine pomemben 
vpliv na številne lastnosti lesa in njegovo uporabo (Kai, 1991). Identificiranih je bilo že na 
stotine ekstraktivnih snovi. Njihova vloga v drevesu je v nekaterih primerih dobro 
poznana, v drugih pa ni jasno zakaj so prisotni (M. Rowell in sod. 2013). Na splošno velja, 
da ekstraktivi v lesu opravljajo fiziološko in zaščitno funkcijo. Torej so primarni in 
sekundarni metaboliti (Oven, 2014a). Nekateri ekstrakti v lesu so prekurzorji drugih 
kemikalij, drugi se odzivajo na poškodbe ali pa delujejo kot obrambni mehanizem (M. 
Rowell in sod., 2013).  
Med ekstraktive uvrščamo različne maščobe, maščobne kisline, maščobne alkohole, 
fenole, terpene, steroide, smolne kisline, kolofonijo, voske in številne druge manjše 
organske spojine. Te kemikalije obstajajo v obliki monomerov, dimerov in polimerov. Na 
splošno imajo iglavci večjo vsebnost ekstraktivnih snovi kot listavci. Večina ekstraktivnih 
snovi tako pri iglavcih kot listavcih se nahaja v jedrovini in so odgovorni za barvo, vonj in 
obstojnost. Razlika v kvalitativni vsebnosti ekstraktivov od vrste do vrste je osnova za 
kemotaksonomijo (taksonomija na osnovi kemijske sestave) (Kai 1991, M. Rowell in sod., 
2013). 
Drevesa zmernega klimatskega pasu vsebujejo od 2 % do 10 % ekstraktivov, kar je 
razmeroma malo, pri nekaterih tropskih drevesnih vrstah lahko ekstraktivi predstavljajo 
tudi od 20 % do 35 % mase absolutno suhega lesa (Oven in sod., 2011). Kljub temu, da je 
njihova količina v splošnem majhna, jih sestavlja izjemno veliko število različnih spojin 
(Oven in sod., 2011).  
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Na osnovi polarnosti oziroma topnosti v različno polarnih topilih ekstraktive lahko 
razdelimo v dve skupini. Lipofilni ekstraktivi so topni v nepolarnih organskih topilih in se 
v lesu najpogosteje pojavljajo kot alifatske spojine, torej maščobe, maščobni alkoholi, 
maščobne kisline, voski, terpeni in pigmenti (Oven in sod., 2011). V vodi in polarnih 
organskih topilih pa so topni hidrofilni ekstraktivi, katerih značilni predstavniki so topni 
sladkorji in različne fenolne spojine, npr. enostavni fenoli, stilbeni, lignani, flavonoidi in 
tanini (Vek in sod., 2016). 
2.4.2.1 Fenolne spojine lesa 
Fenolne spojine, imenovane tudi rastlinski fenoli, polifenoli ali polifenolne spojine so 
velika skupina raznolikih kemijskih spojin, ki vsebujejo eno ali več hidroksidnih skupin, 
vezanih na enega ali več benzenovih obročev. Med seboj se razlikujejo po številu OH 
skupin in aromatskem radikalu (Oven, 2014a). Lahko jih razvrstimo na več načinov. Sprva 
so rastlinske fenolne spojine delili v dve skupini: proantocianidine in poliestre glane 
kisline. Sedaj se je uveljavila preglednejša razdelitev fenolnih spojin po številu C-atomov 
(Abram in Simčič, 1997) (Preglednica 1).  
Preglednica 1: Razvrstitev fenolnih spojin glede na število ogljikovih atomov v ogrodju molekule 
(Oven, 2014a) 
Št. C-atomov Struktura Skupina 
6 C6 enostavni fenoli 
7 C6-C1 fenolne kisline 
8 C6-C2 fenilocetne kisline, acetofenoni 
9 C6-C3 hidroksicimetne kisline, fenilpropeni, kumarini, kromoni 
9 C6-C3 kinoni 
13 C6-C1-C6 ksantoni 
14 C6-C2-C6 stilbeni 
15 C6-C3-C6 flavonoidi, izoflavonoidi, neoflavonoidi 
18 (C6-C3)2 lignani, neolignani 
30 (C6-C3-C6)2 biflavonoidi 
n (C6-C3-C6)n in (C6-C1)n tanini 
n (C6-C3)n lignin 
n (C6)n melanin 
 
Polifenoli so kemično reaktivne snovi, na kar je potrebno biti posebno pozoren pri njihovi 
izolaciji iz rastlin. S kovinskimi ioni so se sposobni vezati v kelatne spojine, nagnjeni so 
tudi k oksidaciji, zato veljajo za naravne antioksidante. Od polifenolnih spojin lahko kot 
antioksidanti učinkujejo flavonoidi, derivati cimetne kisline in kumarini. Običajno je 
fenolnih spojin v rastlinah okrog 1 % do 2 %, včasih tudi več (Abram in Simčič, 1997). V 
naravi so fenolne spojine pomembne za zaščito rastlin pred rastlinojedci, delujejo kot 
kemične signalne spojine pri cvetenju, oplojevanju in rastlinski simbiozi. Prispevajo k 
odpornosti rastlin proti mehanskim stresom, ki so posledica prisotnih insektov ali 
mehanskih poškodb, infekcij z glivami, bakterijami in virusi. Rastlinski fenoli so 
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pomembni tudi z ekonomskega vidika, saj prispevajo k okusu, vonju in barvi živil ter pijač 
(Abram in Simčič, 1997).  
Različne drevesne vrste vsebujejo različne vrste polifenolov, razlikujejo pa se tudi po 
koncentraciji le-teh. Bukovina (Fagus sylvatica) velja za vrsto, ki vsebuje majhne količine 
fenolov in proantocianidinov. Med fenolnimi spojinami v bukvem lesu prevladujejo 
flavonoidi (katehin in v manjši meri taksifolin). Največ jih je prisotnih v grčah in 
poranitvenem lesu (Vek in sod., 2014). Rdeči bor (Pinus sylvestris) za razliko od bukve 
vsebuje relativno visoke vsebnosti fenolnih spojin, med katerimi prevladujejo stilbeni in 
lignani (Willför in sod., 2003).  
2.4.2.2 Lignani 
Lignani so pomembna skupina rastlinskih fenolov. Zanje je značilno, da jih sestavljata dve 
fenilpropanski enoti, ki sta med seboj povezani preko osrednjega ogljikovega atoma 
stranske verige (Preglednica 1). Kadar so fenilpropanske enote povezane preko katerega 
drugega ogljikovega atoma, te spojine imenujemo neolignani. Prave dimerne lignane v 
drevesih spremljajo manjše količine sorodnih trimerov in tetramerov, ki jih imenujemo 
seskvilignani in dilignani, oziroma jih poznamo pod skupnim imenom oligolignani 
(Willför in sod., 2006).  
            
           
   
Slika 5: Strukturne formule lignanov (sekolaricirezinol, matairezinol, hidroksimatairezinol, 
pinorezinol in laricirezinol), ki jih vsebujejo grče in jedrovina bele jelke (A. alba) 
 
Najdemo jih v vseh olesenelih delih dreves, koreninah, listih, cvetovih, plodovih in 
semenih. Pojavijo se bodisi v prosti obliki bodisi z glikozidnimi vezmi vezani na različne 
Sekolaricirezinol 
(Seco) 
Matairezinol 
(Matai) 
Hidroksimatairezinol 
(HMR) 
Laricirezinol (Lari) 
Pinorezinol 
(Pino) 
Keržič E. Ekstraktivi v lesu debel, grč in vej bele jelke ter njihov fungicidni potencial 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2019                      12  
ogljikove hidrate (Willför in sod., 2006). Izkazalo se je, da so lignani specifični ekstraktivi 
grč iglavcev, v manjši meri pa so prisotni tudi v njihovi jedrovini (Kebbi-Benkeder in sod., 
2014). Biološka vloga lignanov v rastlinah je še vedno predmet razprav, na splošno pa se 
domneva, da imajo v rastlinah obrambno vlogo. Lahko imajo tudi vlogo pri uravnavanju 
rasti rastlin (Willför in sod., 2006).  
Na splošno so znani po njihovem blagodejnem vplivu na zdravje ljudi (Tavčar Benković in 
sod., 2017). Zanimivi so zaradi možnosti uporabe na področjih farmacije in prehrane 
(Willför in sod., 2006). Znani so kot dobri antioksidanti in lovilci radikalov (Kebbi-
Benkeder in sod., 2014). Poleg zdravil in prehrane, se lahko lignani in oligolignani iz 
smrekovih grč uporabljajo kot naravni antioksidanti in protimikrobna sredstva v različnih 
tehničnih izdelkih.  
Velik pomen lignanov, ne samo za rastline, temveč tudi kot bioaktivne spojine s 
potencialno uporabo v farmaciji in prehrani, zahteva ustrezne analitične tehnike za njihovo 
ekstrakcijo, ločevanje in strukturno določitev. Za drevesna tkiva, kjer se lignani pojavljajo 
v obliki prostega aglikona, sta ekstrakcija in analiza je dokaj enostavni. Analiza drugih 
rastlin, pri katerih so lignani vsaj deloma v glikozidni obliki, je bolj zapletena, saj je treba 
glikozidne povezave cepiti brez razkroja ali sprememb lignanskih struktur (Willför in sod., 
2006). Willfor in sod. (2004) so iz grč smreke uspešno izolirali lignan 7-
hidroksimatairezinol (HMR) in je na trgu že kar nekaj časa dostopen kot prehransko 
dopolnilo (Slika 6). Hidroksimatairezinol in druge lignane se lahko iz smrekovih grč v 
velikih količinah ekstrahira v celulozni in papirni industriji. Druge potencialno pomembne 
lignane se lahko proizvede s sesintezo iz 7-hidroksimatairezinola (Willfor in sod., 2004).  
 
Slika 6: Strukturna formula hidroksimatairezinola, ki se uporablja kot prehransko dopolnilo 
  
Za ločitev lignanov od rastlinske matrice se priporoča zaporedna ekstrakcija z nepolarnim 
topilom, ki ji sledi ekstrakcija z acetonom ali etanolom (Willför in sod., 2006). Možno jih 
je ekstrahirati tudi z vodo (Tavčar Benković in sod., 2017). Rastlinski ekstrakti običajno ne 
vsebujejo samo lignanov, temveč tudi flavonoide in stilbene, ki imajo podobno topnost 
(Willför in sod., 2006). Način, kako iz grče, iz industrijskega ostanka, pridobiti fenolne 
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spojine z uporabo okolju in človeku manj nevarnih topil so pred kratkim predstavili 
Poljanšek in sod (2019). Iz grče bora so uspešno ekstrahirali in nato izolirali stilbene v 
viski čistosti, le-to so dokazali z uporabo naprednih analitskih tehnik (NMR, GC/MS, 
HPLC).  
Ekstrakti tako lahko vsebujejo veliko različnih spojin. Danes njihovo analizo izvajamo 
predvsem s plinsko kromatografijo (GC, akronim za gas chromatography) ali visokotlačno 
tekočinsko kromatografijo (HPLC, akronim za high performance liquid chromatography). 
Tankoslojna kromatografija (TLC, akronim za thin layer chromatography) pa se uporablja 
predvsem za kvalitativen pregled velikega števila ekstraktov in za spremljanje izolacijskih 
postopkov (Willför in sod., 2006; Poljanšek, 2019).  
2.4.3 Kemijska sestava lesa bele jelke 
Do sedaj je bilo izvedenih že nekaj kemijskih analiz kemične zgradbe lesa bele jelke. 
Rezultati študij se nekoliko razlikujejo, saj je vsebnost posameznih komponent v lesu 
odvisna od različnih dejavnikov, kot so starost, rastni pogoji, čas poseka lesa itd. Les 59 let 
stare bele jelke iz pokrajine Zvolen na Slovaškem je v povprečju vseboval 64,42% 
polisaharidov (holoceluloze), 31,08% lignina ter 1,86% ekstraktivnih snovi (Kučerová in 
sod., 2019). Kačík in sod. (2014) navajajo sledečo kemično sestavo: 75,88 % holoceluloze, 
od tega 40,69 % celuloze in 35,19 % hemiceluloz, 29,51 % lignina ter 0,88 % ekstraktivov.  
Tavčar Benković in sod. (2017) poročajo, da vodni ekstrakt lesa bele jelke (A. alba) 
vsebuje lignane, ki predstavljajo približno 10 % ekstrakta in vključujejo izolaricirezinol, 
hidroksimatairezinol, sekoizolaricirezinol, laricirezinol, pinorezinol in matairezinol (Slika 
5). Ekstrakt je imel boljše antioksidativno delovanje kot askorbinska kislina, resveratrol ali 
butilirani hidroksitoluen (BHT) in podobno antioksidativno delovanje kot epigalokatehin 
galat. Ekstrakt jelke se lahko uporablja v različnih izdelkih, in sicer kot organski vir 
antioksidantov in kot antidiabetično sredstvo, vključno s farmacevtskimi izdelki, 
prehranskimi dopolnili in kozmetiko (Tavčar Benković in sod., 2017). Enduranza (Ars 
Pharmae) je na primer komercialno dostopnega prehranskega dopolnila proti izgorelosti, ki 
vsebuje ekstraktive bele jelke.  
Po poročanju Kebbi-Benkeder in sod. (2014) se pri jelki količina in kemična sestava 
ekstraktivov med grčami in jedrovino precej razlikujeta. Na sliki 7 lahko vidimo, da grče 
vsebujejo največ ekstraktivov, ki so topni v diklorometanu ali v acetonu, medtem ko le-teh 
jedrovina vsebuje značilno manj. Količina tistih ekstraktivov, ki so topni v vodi, je za grčo 
in jedrovino primerljiva.  
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Slika 7: Vsebnosti ekstraktivov v grči in jedrovini bele jelke (A. alba). Ekstrakcija lesnih vzorcev je 
bila izvedena s štirimi topili (diklorometanom, acetonom, toluen/etanolom (Tol/Eth,2:1, v/v) in vodo). 
(Kebbi-Benkeder in sod., 2014) 
Ekstrakti grče bele jelke vsebujejo predvsem lignane, v jedrovini so le-ti prisotni le v 
majhni količini ali pa jih sploh ni (Slika 8). Grče smreke in jelke veljajo za najbogatejši vir 
lignanov, vsebujejo pa tudi nekaj flavonoidov ter drugih in neidentificiranih ekstraktivov. 
Jedrovina je vsebovala največ nedefiniranih ekstraktivov, ter nekaj enostavnih ekstraktivov 
in saharidov (Kebbi-Benkeder in sod., 2014). 
 
Slika 8: Delež glavnih skupin ekstraktivov (lignanov, flavonoidov, stilbenov, saharidov, ostalih in 
nedefiniranih ekstraktivov) v acetonskih ekstraktih lesa grč in jedrovine. (Kebbi-Benkeder in sod., 
2014) 
  
Willför in sod. (2006) so poročali o vsebnostih posameznih lignanov, ki so jih detektirali v 
grčah in jedrovini bele jelke (Preglednica 2, Slika 5). V grčah bele jelke je bil prevladujoč 
lignan sekoizolaricirezinol, v jedrovini pa matairezinol. Jedrovina je v primerjavi z grčami 
vsebovala znatno nižje koncentracije vseh lignanov. 
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Preglednica 2: Količina lignanov (𝜇g/g suhe mase) v jedrovini in grčah bele jelke (A. alba) (Willför in 
sod., 2006) 
Tkivo 
Secoizolaricirezinol 
[𝜇g/g] 
Matairezinol 
[𝜇g/g] 
Laricirezinol 
[𝜇g/g] 
Hidroksimatairezinol 
[𝜇g/g] 
Pinorezinol 
[𝜇g/g] 
Jedrovina 140 250 180 150 20 
Grče 29.000-36.000 2.500-2.600 4.600-10.000 7.000-7.800 360-1.000 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Odvzem vzorcev lesa, grč in vej bele jelke 
Material, ki smo ga vključili v pričujočo študijo so priskrbeli v podjetju Kočevski les. V 
raziskavo smo vključili tri drevesa bele jelke (Abies alba Mill.), ki izhajajo iz Kočevske 
reke. Posek je bil izveden sredi decembra 2018. Vzorčni koluti (Slika 9) so bili pri 
vsakemu od dreves odvzeti na dveh različnih višinah. Biometrični podatki in višine 
vzorčenja debelnih diskov so podani v preglednici 3.  
 Drevo 1 Drevo 2 Drevo 3 
S
p
o
d
aj
 
   
 
Z
g
o
ra
j 
   
Slika 9: Vzorčni koluti treh dreves belih jelk (A. alba) 
 
Preglednica 3: Podatki o vzorčnih debelnih kolutih bele jelke (A. alba) 
Oznaka 
Višina 
odvzema (m) 
Premer s 
skorjo (cm) 
Premer brez 
skorje (cm) 
Premer 
jedrovine (cm) 
Starost 
(št. branik) 
Št. branik v 
jedrovini 
1-1 12 28,90 26,80 18,95 64 38 
2-1 16 23,75 22,25 13,2 55 27 
1-2 7 39,15 37,30 22,3 61 39 
2-2 16 28,10 26,50 13,9 39 21 
1-3 13 40,70 37,60 28,75 62 47 
2-3 21 25,75 22,30 9,9 31 14 
1-1 1-3 1-2 
2-2 2-1 2-3 
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Kolute smo najprej poskobljali, nato pa označili mejo med beljavo in jedrovino, prešteli 
branike ter izmerili njihove premere (Preglednica 3). V mizarski delavnici Oddelka za 
lesarstvo smo izolirali posamezna lesna tkiva, kot je prikazano na načrtu razreza (Slika 10).  
       
Slika 10: Načrt razreza vzorčnega koluta 
 
Vzorce lesa, ki smo jih s tračno žago nadalje razžagali na manjše koščke, smo shranili v 
polipropilenske 250-mL prahovke. Odprte prahovke smo zložili v sušilnik, kjer smo vzorce 
24 ur sušili pri 40 °C. Sledila je dezintegracija vzorcev na rezalnem mlinu Retsch SM 2000 
(Slika 11), pri čemer smo uporabili sito z 1 mm odprtinami. Po mletju smo vzorce vrnili v 
prahovke ter jih hranili v temnem in hladnem prostoru do pričetka kemijskih analiz. 
  
Slika 11: Dezintegracija vzorcev: a) Rezalni mlin Retsch SM 2000. b) Vzorec po mletju. 
a
) 
b
) 
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3.1.2 Kemikalije 
V preglednici 4 so navedene vse uporabljene kemikalije, ki smo jih uporabili bodisi kot 
topila pri ekstrakciji, bodisi kot topila in reagente pri analizah ekstraktov. Za vsako 
kemikalijo je navedenih nekaj osnovnih značilnosti, proizvajalec ter področje uporabe pri 
našem delu. 
Preglednica 4: Topila in reagenti, ki smo jih uporabili za izvedbo analiz 
Kemikalija 
Kemijska 
formula 
Proizvajalec 
Molska 
masa 
(g/mol) 
Polarnost 
topila 
Tališče 
(°C) 
Vrelišče 
(°C) 
Področje 
uporabe 
Cikloheksan C6H12 
Sigma-
Aldrich 
86,16 nepolarno 6,47 80,74 ekstrakcija 
Aceton CH3COCH3 
Sigma-
Aldrich 
58,08 polarno −94,9 56,53 ekstrakcija 
Destilirana voda H2O 
Sigma-
Aldrich 
18,02 polarno 0 100 
ekstrakcija, 
HPLC 
Metanol CH3OH 
Sigma-
Aldrich 
32,04  polarno -97,6 64,7 
UV-Vis, 
HPLC, 
DPPH 
metoda 
Mravljična kislina CH2O2 
Sigma-
Aldrich 
46,03 polarno 8,4 100,8 HPLC 
Monohidrat galne 
kisline 
C7H8O6 Fluka 188,13 - - - UV-Vis 
Folin–Ciocalteu 
reagent 
- Sigma - - - - UV-Vis 
Natrijev karbonat Na2CO3 
Riedel-
deHaen 
105,99 - 853 1600 UV-Vis 
Kloroform CHCl3 
Sigma-
Aldrich 
119,37 polarno −63,5 61,15 TLC 
Etanol C2H6O 
Sigma-
Aldrich 
46,07 polarno −114,14 78,24 TLC 
Žveplova kislina  H2SO4 
Sigma-
Aldrich 
98,08 - 10 338 TLC 
Askorbinska 
kislina 
C6H8O6 Sigma 176,12 - 190 553 
DPPH 
metoda 
Galna kislina C7H6O5 
Sigma-
Aldrich 
170,12  - 260 - 
DPPH 
metoda 
1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil 
(DPPH) 
C18H12N5O6 
Sigma-
Aldrich 
394,32 - 135 - 
DPPH 
metoda 
Dimetil sulfoksid 
(DMSO) 
C2H6OS Gram-Mol 78,13 polarno 19 189 
Difuzni 
test 
(* podatki so bili pridobljeni na spletni strani proizvajalca Sigma-Aldrich) 
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3.2 METODE 
3.2.1 Ekstrakcija  
Ekstrakcija je postopek, pri katerem s pomočjo topila iz trdnih ali tekočih snovi oziroma 
zmesi odstranjujemo topne komponente (Novina, 2016). Poteka v dveh zaporednih 
operacijah. V prvi vzpostavimo stik snovi s topilom, v drugi pa obe fazi ločimo. Kadar 
govorimo o ekstrakciji lesa, imamo večinoma v mislih ekstrakcijo trdno-tekoče (Vek in 
Oven, 2011). Le-ta temelji na različni topnosti posameznih spojin trdnega 
homogeniziranega vzorca v ekstrakcijskem topilu (Ekstrakcija, 2019).  
Ekstrakcija lahko poteka pri različnih pogojih, les lahko ekstrahiramo pri milejših pogojih 
(npr. sobni temperaturi) ali ostrejših pogojih (npr. temperaturi topila nad njegovim 
vreliščem). Maceracija in sonikacija običajno potekata pri sobnih pogojih, medtem ko se v 
sodobnih avtomatiziranih sistemih za ekstrakcijo ali v Soxhletovem ekstraktorju 
ekstrakcija izvaja pri spremenjenih pogojih, tj. povišana temperatura in/ali tlak. 
Najpomembnejši prednosti avtomatiziranih tehnik ekstrakcije sta krajši čas ekstrakcije in 
manjša poraba topila. Optimalni pogoji postopka ekstrakcije so zelo pomembni za 
raziskovanje aplikativnega potenciala ekstraktivov iz lesa, zato je potrebno določiti 
učinkovito metodologijo za njihovo pridobivanje (Vek in sod., 2019c). 
3.2.1.1 Sistem za pospešeno ekstrakcijo  
Sistem za pospešeno ekstrakcijo (ASE - Accelerated Solvent Extractor) je »cutting-edge« 
tehnika za ekstrakcijo organskih ali anorganskih komponent iz trdih in pol-trdih vzorcev. 
Omogoča avtomatsko ekstrakcijo, filtracijo in čiščenje komponent iz vzorcev (Kobis, 
2019a, 2019b). Glavni prednosti tega sistema, v primerjavi s konvencionalnimi načini 
ekstrakcije (npr. Soxhlet ekstrakcija), sta predvsem kratek čas ekstrakcije in manjša poraba 
topil (Vek in Poljanšek, 2018). Ekstrakcija običajno poteka 12-20 minut, poraba topil pa je 
v primerjavi z drugimi ekstrakcijskimi metodami 50-90 % manjša. Le-to omogočata visoka 
temperatura (do 200 °C) in tlak (1500 psi, 103,42 bar). Sistem je prilagojen za uporabo 
celic velikosti od 10 mL do 100 mL (od 1 g do 100 g vzorca). Avtomatski vzorčevalnik 
omogoča avtomatsko zaporedno ekstrakcijo do 24 vzorcev. Posebna oblika pečice 
zagotavlja natančno termostatiranje in dobro ponovljivost (Kobis, 2019b).  
Pri našem delu smo uporabljali najsodobnejši sistem za pospešeno ekstrakcijo ASE 350 
proizvajalca Thermo Scientific Dionex (Slika 12a). Ekstrakcija vzorca je potekala pri 
povišani temperaturi in tlaku (100 °C in 103,42 bar). Na sliki 12b je shematski prikaz 
delovanja sistema za pospešeno ekstrakcijo. Ekstrakcijske celice, napolnjene z vzorcem, 
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sistem vstavi v pečico, kjer se prvo segrejejo na izbrano temperaturo, nato jih visokotlačna 
pnevmatska črpalka napolni s topilom, pri tem pa se v njih vzpostavi povišan tlak. Za 
določeno časovno obdobje statične ekstrakcije se v celici vzdržujeta visoka temperatura in 
tlak. Ekstrakcija poteka v inertni atmosferi. Nato se odpre statični ventil in ekstrakt se 
prelije v zbiralno steklenico. Sistem nato vzpostavi pogoje za drugo statično ekstrakcijo. 
Število statičnih ekstrakcijskih ciklov je programabilno. Ekstrakcijsko celico se pred in po 
ekstrakciji spere oziroma prepiha  z dušikom (Thermo Scientific, 2013). Preden se v pečico 
vstavi naslednjo celico z vzorcem, se sistem v celoti spere s topilom preko vmesnega člena, 
s tem pa eliminiramo možnost kontaminacije vzorca s spojinami predhodne ekstrakcije.   
         
Slika 12: Sistem za pospešeno ekstrakcijo ASE 350: a) Sistem ASE 350 proizvajalca Thermo Scientific 
Dionex. b) Shematski prikaz delovanja sistema za pospešeno ekstrakcijo ASE 350. (Thermo Scientific, 
2013) 
3.2.1.2 Priprava lesnega materiala za ekstrakcijo 
Dezintegriran material smo najprej liofilizacijsko posušili do absolutno suhega stanja. V 
50-mL PVC prahovke smo natresli nekaj vzorca ter jih ustrezno označili in zatesnili (Slika 
13a). Prahovke smo postavili na termostatirano polico naprave za sušenje z zmrzovanjem - 
liofilizator. Sušenje pri – 85 °C in 0,045 mbar je trajalo približno 24 ur. Vzorce smo po 
sušenju hranili v eksikatorju, da ne bi prišlo do ponovnega navlaževanja le-teh. V 
ekstrakcijske celice smo natehtali 1 g absolutno suhega vzorca. Vzorce lesa smo tehtali na 
analitski tehtnici Mettler Toledo XS205 Dual range na 0,0001 g natančno (Sliki 13b in 
13c). 
ekstrakcijska 
celica 
rezervovar 
za topilo 
zbiralna 
steklenica 
a
) 
b
) 
Keržič E. Ekstraktivi v lesu debel, grč in vej bele jelke ter njihov fungicidni potencial 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2019                      21  
    
Slika 13: Priprava lesnega materiala za ekstrakcijo: a) Ustrezno označene in zatesnjene prahovke z 
vzorci, pripravljene za liofilizacijo. b) Tehtanje 1g vzorca na analitski tehtnici Mettler Toledo XS205 
Dual range. c) Natresanje vzorca v ekstrakcijsko celico. 
3.2.1.3 Določitev ustreznih ekstrakcijskih pogojev 
Za ekstrakcijo se uporabljajo različna topila, ustrezna izbira topil pa je ključnega pomena 
za nadaljnje analize. Ekstrakt, pridobljen z določenim topilom, po svoji kvalitativni sestavi 
ni primerljiv ekstraktu, pridobljenemu z drugim topilom (Vek in Oven, 2011). Ekstraktivi 
so lahko bolj ali manj polarni. Na osnovi topnosti v različnih topilih jih lahko razdelimo v 
dve skupini, hidrofilne in lipofilne. Hidrofilni ekstraktivi so topni v vodi in ostalih polarnih 
topilih, lipofilni pa so topni v nepolarnih organskih topilih (Vek in Oven, 2011). V naši 
raziskavi smo več pozornosti namenili hidrofilnim ekstraktivom oziroma fenolnim 
spojinam, zato smo s preliminarno analizo preiskali ekstrakcijsko učinkovitost štirih 
polarnih topili. Topila, ki se najpogosteje uporabljamo za ekstrakcijo fenolov iz rastlinskih 
tkiv, so metanol, aceton, etanol, propanol, etil acetat ter različne zmesi topil. Omenjenim 
topilom se pogosto doda tudi določen delež vode, ki izboljša penetracijo samega topila ter 
omogoči ekstrakcijo bolj polarnih komponent (Willfor in sod., 2006).  
Homogenizirane vzorce jedrovine, beljave in grč smo ekstrahirali z vodo, 95 % vodno 
raztopino etanola (v/v), etil acetatom in 95 % vodno raztopino acetona (v/v) (Slika 14). 
Glede na rezultate gravimetrične in UV-Vis spektrofotometrične analize deleža celokupnih 
fenolov (mg/L) po Folin-Ciocalteu metodi, smo izbrali topilo z največjim ekstrakcijskim 
donosom. S tem topilom smo nato ekstrahirali vse v raziskavo vključene vzorce.  
Preden smo izvedli ekstrakcijo s polarnim topilom, smo vzorce ekstrahirali s 
cikloheksanom. Cikloheksan je poleg toluena, pentana, petroletra in diklorometana eno od 
pogostih nepolarnih topil, ki se jih uporablja za ekstrakcijo lipofilnih ekstraktivov. Le-ti se 
lahko odstranijo tudi z nekaterimi polarnimi topili in negativno vplivajo na postopek 
b
) 
c
) 
a
) 
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analize (zamašitev kolon) spojin polifenolnega značaja, zato jih je priporočljivo odstraniti 
pred ali po ekstrakciji s polarnimi topili (Vek in Oven, 2011).  
  
Slika 14: Zajeti etanolni in vodni ekstrakti homogeniziranih vzorcev beljave, jedrovine in grče v 
zbiralnih steklenicah: a) Etanolni ekstrakti beljave, jedrovine in grče. b) Vodni ekstrakti jedrovine, 
beljave in grče. 
 
Ekstrakcija z ASE sistemom poteka z enim ali več ekstrakcijskimi cikli, njihovo število pa 
določamo sami, glede na material oziroma targetne komponente, ki jih želimo ekstrahirati 
(Thermo Scientific, 2013). Da bi ugotovili, koliko ciklov je potrebno izvesti za učinkovito 
ekstrakcijo materiala, smo homogenizirane vzorce jedrovine, beljave in grče ekstrahirali s 
pet do deset ekstrakcijskimi cikli, po vsakem ekstrakcijskem ciklu pa smo ekstrakte lovili v 
ločene zbiralne steklenice ter zajeli ekstrakt vsakega cikla posebej (Slika 15). Vzorce smo 
ekstrahirali z izbranim topilom, torej z acetonom. Ekstrakte smo ovrednotili gravimetrično 
ter kolorimetrično, z UV-Vis spektrofotometrijo (glej poglavje 3.2.2 in 3.2.4). Vzorce 
jedrovine in beljave smo zaporedno ekstrahirali s petimi cikli, vzorec grče pa z desetimi 
cikli.  
 
 
Slika 15: Zajeti ekstrakti vsakega cilka posebej v zbiralnih steklenicah: a) Ekstrakti jedrovine 1. – 5. 
cikel. b) Ekstrakti beljave 1. – 5. cikel. c) Ekstrakti grč 1. – 5. cikel. d) Ekstrakti grč 6. – 10. cikel. 
a
) 
b
) 
c
) 
d
) 
a
) 
b
) 
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3.2.2 Gravimetrična analiza - določanje deleža hidrofilnih in lipofilnih ekstraktivov 
Z gravimetrično analizo smo v vzorcih lesa, grč in vej izmerili vsebnost hidrofilnih in 
lipofilnih ekstraktivov. Vse ekstrakte smo v prvem koraku z redčenjem definirali na enak 
volumen (100 mL) ter jih prelili v ustrezno označene 250-mL temne stekleničke (Slika 
16a). 10 mL vsakega ekstrakta smo nato odpipetirali v označene epruvete. Ekstrakte smo 
sušili 48 ur na 60 °C ter nato še na 100 °C do suhega ostanka. Pred in po sušenju 
ekstraktov smo epruvete posušili v sušilniku pri (103 ± 2) °C do absolutno suhega stanja 
(minimalno 2 uri sušenja), jih nato za nekaj časa prestavili v eksikator ter stehtali (Slika 
16b). Tehtanje smo izvajali z analitsko tehnico Mettler Toledo XS, rezultate tehtanj pa smo 
podali v gramih, na pet decimalk natančno (0,00001 g). Na podlagi razlike v masi praznih 
in polnih epruvet smo za posamezen vzorec lesa po spodnji enačbi (1) izračunali vsebnost 
ekstraktivov. Rezultate smo izrazili v miligramih ekstraktivov na gram suhega lesa (mg/g 
dw) (Priloga D).  
 
𝑉𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 [
𝑚𝑔
𝑔
] =
(𝑚𝑒𝑝𝑟𝑢𝑣𝑒𝑡𝑎+𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡 − 𝑚𝑒𝑝𝑟𝑢𝑣𝑒𝑡𝑎) × 𝑉𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡
𝑚𝑑𝑤 × 10
× 1000 ... (1)  
 
𝑉𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 [𝑚𝑔/𝑔] … vsebnost ekstraktivov v gramu absolutno suhega lesa 
𝑚𝑒𝑝𝑟𝑢𝑣𝑒𝑡𝑎+𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡 [𝑔] … masa absolutno suhe epruvete z ekstraktom  
𝑚𝑝𝑟𝑎𝑧𝑛𝑎 𝑒𝑝𝑟𝑢𝑣𝑒𝑡𝑎 [𝑔] … masa absolutno suhe epruvete 
𝑉𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡[𝑚𝐿] … volumen ekstrakta (100 𝑚𝐿) 
𝑚𝑑𝑤[𝑔, 𝑑𝑤] … masa absolutno suhega vzorca lesa 
 
  
Slika 16: Gravimetrična analiza: a) Definiranje ekstrakta na enak volumen. b) Tehtanje epruvet na 
analitski tehnici Mettler Toledo XS. 
a
) 
b
) 
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3.2.3 Priprava vzorcev za spektrofotometrično in kromatografsko analizo 
Za izvedbo UV-Vis in HPLC-analize smo najprej ustrezno pripravili vzorce. V 20-mL 
temne stekleničke smo odpipetirali 5 mL vsakega vzorca oziroma ekstrakta ter ga posušili 
do suhega ostanka. Pri tem smo ekstrakte sušili v vakuumski komori pri sobni temperaturi 
in podtlaku 100 mbar (Slika 17). Posušene vzorce smo nato raztopili v metanolu (HPLC-
čistost), pri čemer smo vsakemu od posušenih vzorcev dodali 5 mL metanola.  
  
Slika 17: Priprava vzorcev za spektrofotometrično in kromatografsko analizo: a) Pipetiranje 5 mL 
ekstraktov v 20-mL temne stekleničke. b) Sušenje ekstraktov v vakuumski komori pri sobni 
temperaturi in podtlaku 100 mbar. 
3.2.4 Določitev vsebnosti celokupnih fenolov 
Vsebnost celokupnih fenolov v ekstraktih lesa, grč in vej smo izmerili po Folin-Ciocalteu 
metodi z ultravijolično vidno (UV-Vis) spektrofotometrijo (Vek in sod., 2019c; Singleton 
in Rossi, 1965). UV-Vis spektrofotometrija se uporablja za določanje koncentracije analita, 
bodisi enkrat ali večkrat v želenem časovnem obdobju (Ultraviolet–Visible Spectroscopy). 
Pogosto se uporablja na področju analitizne kemije za kvantifikacijo analitov, spremljanje 
reakcij in procesov ter za detekcijo posebnih organskih spojin (Chemistry Applications of 
UV/VIS Spectroscopy, 2018). S to tehniko merimo absorpcijo pri prehodu svetlobe skozi 
tekoči vzorec pri valovnih dolžinah v ultravijoličnem in vidnem svetlobnem spektru. 
Vzorce merimo v kivetah, le-te so lahko iz kvarčnega stekla ali iz polimerov, npr., v našem 
primeru smo uporabili polistirenske kivete za enkratno uporabo. Tak način nam je 
omogočil analizo večjega števila vzorcev v merilnem nizu. V skladu z Beer-Lambertovim 
zakonom, ki povezuje zmanjšan prehod svetlobe z lastnostmi materiala, skozi katerega 
poteka svetloba, je absorbanca vzorca pri določeni valovni dolžini neposredno sorazmerna 
koncentraciji absorbirajočega analita (Chemistry Applications of UV/VIS Spectroscopy, 
2018). Prednosti te metode so relativno enostavna uporaba, hitro izvedena analiza in 
a
) 
b
) 
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primernost tehnike za široko paleto analitov. Na drugi strani pa ima tudi nekaj 
pomanjkljivosti. To so relativno nizka občutljivost, druge komponente vzorca lahko 
povzročijo motnje, na meritev vpliva uhajajoča svetloba in temperaturne spremembe ter ne 
velja za absolutno analizno tehniko, tako, kot je kromatografija (Ultraviolet–Visible 
Spectroscopy).  
Pred analizo smo pripravili dva reagenta in različne koncentracije standardne spojine. Kot 
referenco za semi-kvantitativno vrednotenje celokupnih fenolov v lesu smo izbrali galno 
kislino. Kot barvni reagent smo uporabili Folin-Ciocalteujev fenolni reagent, ki smo ga 
redčili z vodo v razmerju 9:1, v/v (Slika 18a). Vodno raztopino natrijevega karbonata 
(Na2CO3,75 g/L, aq) smo pripravili v 100-mL bučki (Slika 18b). Vanjo smo zatehtali 7,5 g 
Na2CO3 v prahu ter bučko do označbe napolnili z destilirano vodo (Scalbert in sod., 1989; 
Singleton in Rossi, 1965). Ker se Na2CO3 slabo raztaplja v destilirani vodi, smo mešanico 
homogenizirali na magnetnem mešalu. 
  
Slika 18: Reagenta: a) Folin-Ciocalteujev fenolni reagent. b) Vodna raztopina natrijevega karbonata.  
 
Ker je UV-Vis spektrofotometrija relativna tehnika, vsebnost celokupnih fenolov 
vrednotimo semi-kvantitativno glede na izbran eksterni standard oziroma referenco. V 
našem primeru je bila to vodna raztopina galne kisline. Za izdelavo umeritvene krivulje 
(Slika 20) (linearnega regresijskega modela, pri čemer linearnost metode v izbranem 
koncentracijskem območju potrdimo z R2 ≥ 0.99) smo pripravili različne koncentracije le-
te. Za pripravo osnovne raztopine galne kisline (500 mg/L, aq) smo v 500-mL merilno 
bučko s pomočjo tehtalne ladjice zatehtali 0,2765 g monohidrata galne kisline, ga prelili s 
5 mL metanola ter bučko dopolnili do oznake z destilirano vodo. Tako pripravljeno 
raztopino smo postavili na magnetno mešalo, da se je le-ta homogenizirala (Vek in sod., 
2010).  
Osnovno raztopino smo nato redčili po sledečem protokolu:  
 pripravili smo 10 20-mL temnih stekleničk, 
a
) 
b
) 
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 v vse stekleničke, razen prve smo odpipetirali 8 mL destilirane vode, 
 nato smo v prvo (prazno) in drugo stekleničko odpipetirali po 8 mL osnovne 
raztopine galne kisline (500 mg/L, aq), 
 vsebino druge stekleničke smo dobro premešali in 8 mL prenesli v tretjo, postopek 
smo ponovili pri naslednjih stekleničkah in tako pripravili 10 različnih koncentracij 
(500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62,5 mg/L, 31,3 mg/L, 15,6 mg/L, 7,81 mg/L, 
3,91 mg/L, 1,95 mg/L in 0,98 mg/L) standardne raztopine galne kisline, ki smo jih 
potrebovali za kalibracijo spektrofotometrične metode (Slika 21). 
 
V označene polistirenske kivete smo s pipeto prenesli po 0,25 mL vsakega v metanolu 
raztopljenega cikloheksanskega oziroma acetonskega ekstrakta ter vse koncentracije vodne 
raztopine galne kisline (Slika 19). Acetonske ekstrakte raztopljene v metanolu smo redčili 
1:2, torej smo v kivete prenesli po 0,125 mL raztopljenega ekstrakta in mu dodali 0,125 
mL destilirane vode. Nato smo v kivete dodali po 1,25 mL Folin-Ciocalteu-ega fenolnega 
reagenta (9:1, v/v, aq) in po 5 minutah še po 1 mL vodne raztopine Na2CO3 (7,5 g/L, aq) 
(Slike 22, 23, 24 in 25). Kivete smo zatesnili s pokrovčki in jih zaprli v škatlo ter s tem 
preprečili dostop svetlobe (Vek in sod., 2019c).  
 
Slika 19: Pipetiranje vzorcev v kivete 
 
Sledila je dvourna inkubacija pri sobni temperaturi. V tem času je prišlo do disociacije 
fenolnega protona (nastane fenolatni ion), ki vodi do redukcije Folin-Ciocalteu reagenta, 
pri čemer se reducirane komponente reagenta obarvajo modro (Vek, 2015). Po končani 
inkubaciji smo z UV–Vis spektrofotometrom Perkin-Elmer Lambda 2 pri valovni dolžini 
765 nm izmerili absorbance raztopin vzorcev in raztopin standarda. Na podlagi teh meritev 
smo s pomočjo linearne regresije izdelali enačbe umeritvenih krivulj (Slika 20) ter nato 
izračunali vsebnosti celokupnih fenolov. Rezultate smo izrazili v masnih ekvivalentih 
galne kisline na liter ekstrakcijskega topila (mg GAE/L) oziroma na gram suhega lesa (mg 
GAE/g dw) (Vek in sod., 2014).  
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Slika 20: Umeritvena krivulja za semi-kvantitatino vrednotenje vsebnosti ceklokupnih fenolov v 
ekstraktih lesa 
 
Vsebnosti celokupnih fenolov v cikloheksanu oziroma acetonu (2) ter vsebnosti celokupnih 
fenolov na gram suhega lesa (3) smo izračunali po sledečih enačbah:  
 
𝛾 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑎 − 0,0312
0,0106
 [
𝑚𝑔
𝐿
] ... (2)  
 
𝐶𝑒𝑙𝑜𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙𝑖 =
𝛾 ×
𝑉𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡
1000
𝑚 [𝑔, 𝑑𝑤]
 [
𝑚𝑔
𝑔
] 
... (3)  
 
𝛾 [
𝑚𝑔
𝐿
] … masna koncentracija galne kisline 
𝐶𝑒𝑙𝑜𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙𝑖 [
𝑚𝑔
𝑔
] … vsebnost celokupnih fenolov izražena v ekvivalentih galne   
           kisline na gram absolutno suhega lesa   
𝑉𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡 [𝑚𝐿] … volumen ekstrakta (100 𝑚𝐿) 
𝑚𝑑𝑤[𝑔, 𝑑𝑤] … masa absolutno suhega vzorca lesa 
 
 
Slika 21: Kivete z različnimi koncentracijami galne kisline po dodatku reagentov 
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Slika 22: Kivete z vodnimi in etanolnimi ekstrakti lesa jedrovine, beljave in grče bele jelke (A. alba) po 
dodatku reagentov 
 
 
Slika 23: Kivete z acetonskimi ekstrakti lesa jedrovine (HW), beljave (SW) in grče (LK) bele jelke (A. 
alba), pridobljeni z različnimi zaporednimi ekstrakcijskimi cikli, po dodatku reagentov 
 
 
Slika 24: Kivete s cikloheksanskimi ekstrakti lesa jedrovine (HW), beljave (SW), grč (LK in DK) in vej 
(BW) bele jelke (A. alba), po dodatku reagentov 
 
 
Slika 25: Kivete z acetonskimi ekstrakti lesa jedrovine (HW), beljave (SW), grč (LK in DK) in vej 
(BW) bele jelke (A. alba), po dodatku reagentov 
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3.2.5 Kromatografija 
Kromatografija je skupno ime za fizikalno-kemijske metode ločevanja komponent iz 
zmesi. Omogoča nam identifikacijo in kvantitativno vrednotenje posameznih spojin v 
raztopini (Poljanšek in sod., 2015). Pri tej tehniki vzorec v mobilni fazi, pogosto v toku 
topila, spustimo skozi stacionarno fazo, ki s svojo snovno sestavo nudi upor komponentam 
raztopine vzorca (Kromatografija, 2019). Molekule na svoji poti stalno prehajajo med 
mobilno in stacionarno fazo, pri čemer se premikajo le v mobilni fazi, v stacionarni fazi pa 
mirujejo. Stacionarna in mobilna faza se ne smeta mešati, prav tako mobilna faza ne sme 
raztapljati stacionarne faze (Al Mahdawi, 2011).  
Sestavo zmesi lahko določimo na podlagi različnih hitrosti potovanja posameznih 
komponent skozi stacionarno fazo pod vplivom mobilne faze. Različne hitrosti potovanja 
spojin skozi kolono so posledica selektivnega zadrževanja (retencije) komponent na 
stacionarni fazi (Poljanšek in sod., 2015). Posamezne komponente se porazdelijo zaradi 
različnih velikosti molekularnih sil med molekulami analiziranih spojin in molekulami 
obeh faz (Al Mahdawi, 2011).  
3.2.5.1 Tankoplastna kromatografija 
Pri laboratorijskem delu se pogosto uporablja tankoplastna kromatografija (TLC, akronim 
za thin-layer chromatography). Je ena izmed enostavnejših kromatografskih tehnik 
(Kromatografija, 2019). Stacionarna faza je v obliki tanke plasti adsorbenta (npr. silikagel, 
aluminijev oksid ali celuloza) nanešena na inertno podlago (npr. stekleno, aluminijasto ali 
plastično ploščo). Mobilna faza je organsko topilo, ki se z vodo ne meša, in s seboj nosi 
komponente vzorca po stacionarni fazi. Premikanje mobilne faze po plošči povzročajo 
kapilarne sile. Če sta adsorbent in mobilna faza pravilno izbrana, se komponente vzorca 
med potovanjem ločijo. Ločba je posledica različnih fizikalnih in kemijskih interakcij med 
molekulami vzorca, stacionarne faze in mobilne faze. Ločene sestavine vzorca se na plošči 
pojavijo v obliki lis, ki jih opazujemo pri vidni ali UV-svetlobi (Al Mahdawi, 2011).  
V naši raziskavi smo posušene homogenizirane vzorce žive in mrtve grče prvo raztopili v 
majhni količini acetona, da smo zagotovili dovolj visoko koncentracijo ekstraktivov. 
Vzorce in standarde smo z mikropipeto nanašali na Merck TLC-plošče Silica Gel 60 F254 
(aluminijasta folija, 20 cm x 20 cm). Pred nanosom smo TLC-plošče prepolovili, tako da 
smo dobili plošče dimenzij 10 cm x 20 cm. Nato smo 1 cm od spodnjega roba s 
svinčnikom zarisali startno linijo, 0,5 cm pod vrhom pa frontno linijo (Slika 26a). Vzorce 
smo nanašali točkovno, na prej označena mesta, ki so bila med seboj oddaljena 1,5 cm. Kot 
razvijalec smo uporabljali zmes kloroform in etanol (90:10, v/v). V kromatografsko kad 
smo nalili mobilno fazo (približno 0,5 cm visoko) in jo pokrili s pokrovom, da se je v njej 
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ustvarila nasičena atmosfera s parami topil razvijalca. TLC-plošče smo potopili v 
kromatografsko kad, in sicer največ dve hkrati. Ko je mobilna faza dosegla fronto, smo 
TLC-plošče vzeli iz kromatografske kadi in počakali nekaj časa, da so se le-te osušile 
(Poljanšek in sod., 2019). Na TLC-plošči nastale lise smo si najprej ogledali pri vidni 
svetlobi in pod UV-lučjo (Slika 26b). Nato smo jih napršili z žvepleno kislino (H2SO4) 
raztopljeno v etanolu (50:50, v/v) in jih za 5 minut postavili v sušilnik na 105 °C, da so lise 
postale bolje vidne. Lisam smo določili težišča in izmerili dolžino od starta do težišča lise 
ter to delili z dolžino potovanja mobilne faze. Po spodnji enačbi smo za vsako posamezno 
komponento izračunali zadrževalni faktor (Prošek in Pukl, 1991). 
 
𝑅𝑓 =
𝐿𝑠
𝐿0
  ... (4)  
𝑅𝑓 … retencijski oziroma zadrževalni faktor 
𝐿𝑠[𝑐𝑚] … razdalja od starta do sredine kromatografske lise 
𝐿0[𝑐𝑚] … razdalja potovanja mobilne faze  
 
  
Slika 26: Skica TLC-plošče (levo) in razvita TLC-plošča pod UV-lučjo (desno) 
3.2.5.2 Reverzno fazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (RP-HPLC) 
Za natančnejšo kvalitativno in tudi kvantiativno analizo smo uporabili še eno 
kromatografsko tehniko, in sicer reverzno fazno tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (RP-HPLC, akronim za reverse phase-high performance liquid 
chromatography). Zanjo je značilno, da je mobilna faza v tekočem agregatnem stanju in je 
bolj polarna od stacionarne faze. Kot mobilna faza se uporablja mešanica vode (ali pufra) 
in polarnih organskih topil (npr. metanol ali acetonitril) (Poljanšek in sod., 2015). Ta 
tehnika se v današnjem času veliko uporablja v kontrolno-analiznih laboratorijih za 
identifikacijo, kvantifikacijo in ločbo posameznih komponent v zmesi (Leskovar, 2011). 
Primerna je za vrednotenje tako nizkomolekularnih kot tudi visokomolekularnih spojin, 
prisotnih v rastlinskih tkivih (Poljanšek in sod., 2015). Odlikuje jo natančnost, občutljivost 
in ponovljivost analize, problem pa je velika poraba topil in draga oprema (Leskovar, 
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2011). Ločba s HPLC poteka tako, da vzorec injiciramo na začetek kromatografske kolone. 
S posebnimi binarnimi ali kvarternimi črpalkami pod visokim pritiskom potiskamo 
raztopljeni vzorec in mobilno fazo, ki jo imamo pripravljeno v rezervoarjih za topila, skozi 
kolono. Tako se komponente zmesi porazdelijo med mobilno in stacionarno fazo, ki je 
nameščena v koloni. Komponente se zaradi različnih fizikalno-kemijskih interakcij 
porazdelijo vzdolž kolone in se ločeno eluirajo iz nje. Tam jih zazna detektor. Tako 
dobimo kromatogram, na katerem so signali podani kot kromatografski vrhovi (Slika 27). 
Iz kromatogramov dobimo podatke o retencijskih časih spojin, s katerimi ovrednotimo 
kvalitativno sestavo zmesi ter podatke o površini vrhov, ki so ključni za kvantitativno 
analizo (Leskovar, 2011).  
 
Slika 27: Poenostavljen shematski prikaz HPLC-sistema (Waters) 
 
HPLC-analizo smo izvedli na Accela, modularnem HPLC-sistemu, proizvajalca Thermo 
Fischer Scientific, opremljenim s kvarterno HPLC-črpalko. Ustrezno pripravljene vzorce 
(Poglavje 3.2.3), raztopljene v metanolu, smo filtrirali skozi 0,22-µm poliamidne (PA) 
filtre v 1,5-mL temne viale (Slika 28). Vzorce v vialah smo vstavili v pladenj, le-tega pa v 
termostatiran (4 °C) avtomatski vzorčevalnik sistema. Ločba ekstraktivov je potekala na 
oktadecilsililni koloni (ODS), ki je bila polnjena z 2,6-μm delci stacionarne faze (Thermo 
Accucore). Kromatografska kolona je bila termostatirana na 30 °C. Za mobilno fazo smo 
uporabili vodo in metanol (HPLC-čistost) z 0,1 % dodatkom mravljične kisline (v/v). 
Ločbo spojin smo zagotovili z 20 minutnim gradientom (od 5 % do 95 % MeOH) in 
pretokom 400 μL/min, detekcija pa je potekala s fotodioidnim detektorjem (PDA) pri 280 
nm in merjenjem UV-spektrov v območju od 200 nm do 400 nm (Poljanšek in sod., 2019, 
Vivod 2018). 
 
Slika 28: 1,5-mL temne viale, napolnjene z ekstrakti 
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Za kvalitativno vrednotenje ločenih vrhov vzorca smo primerjali retencijske čase (tr) 
(Preglednica 6) in UV-spektre ločenih komponent s tremi standardnimi vzorci oziroma 
mešanicami referenčnih spojin. Pri kromatografiji moramo namreč poznati  retencijske 
čase za vrhove znanih kromatografskih standardov in jih primerjati z ločenimi vrhovi 
preiskovanega vzorca (Poljanšek in sod., 2019). S pomočjo računalniškega programa 
ChromQuest 5.0 (Thermo Scientific) smo izvedli integracijo posnetih kromatogramov in 
tako pridobili podatke o količini ločenih spojin vsebovanih v ekstraktih. 
3.2.6 In vitro določanje fungicidnega in antimikrobnega potenciala 
Fungicidni in antimikrobni potencial ekstraktivov lesnih tkiv bele jelke (A. alba) smo 
ocenili z difuznim testom na hranilnem gojišču (ang. agar diffusion test) (Vek, 2015). Test 
izvajamo v petrijevkah, na trdnem hranilnem gojišču. Na sredino gojišča inokuliramo 
glivno kulturo, po obodu pa naredimo luknje, v katere nanesemo kemikalije, ki jih želimo 
testirati. Petrijevke se nato inkubirajo v rastni komori. Izpostavitev traja toliko časa, da 
glivne hife prerastejo do roba petrijevke. Rezultate testa se izraža kot procent inhibicije 
glivnega razvoja v radialni smeri (Vek in sod., 2019b). 
Testirali smo homogenizirana vzorca (živih in mrtvih) grč ter vej. Absolutno suhe 
ekstrakte smo raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO), in sicer v dveh različnih 
koncentracijah, 1 % ter 5 % (v/v). DMSO smo izbrali zato, ker se pogosto uporablja za 
biološke teste ter velja za močno in relativno inertno topilo (Vek, 2015). Raztopine smo 
homogenizirali s pomočjo magnetnega mešala. Tako pripravljene raztopine smo nato 
odpipetirali v luknje, narejene v hranilno gojišče. 
Kot prvo smo pripravili PDA (ang. potato dextrose agar) hranilno gojišče. V dve litrski 
steklenici smo zatehtali po 31,2 g suhe snovi agarja ter mu dolili 800 mL destilirane vode. 
Steklenici smo zatesnili s pokrovoma ter vsebino dobro premešali. Nato smo pokrove 
razrahljali in ju postavili v avtoklav, kjer sta bili 20 minut izpostavljeni temperaturi 120 °C 
ter tlaku 1,2 bara. Tako pripravljeno gojišče smo v laminariju (v sterilnih pogojih) prelili v 
sterilne polistirenske petrijevke (v vsako približno 20 mL) (Slika 29).  
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Slika 29: Priprava PDA hranilnega gojišča: a) Sestavine za pripravo gojišča (PDA in destilirana voda) 
ter steklenice, v katerih smo ga pripravili. b) Avtoklaviranje. c) Vlivanje gojišča v polistirenske 
petrijevke. 
 
Ko se je gojišče strdilo, smo vanj z luknjačem po obodu naredili tri luknje s premerom 8 
mm in s tem definirali mesta izpostavitve. Vanje smo s pipeto prenesli 100 𝜇L čistega 
DMSO (kontrola) ter 1 % in 5 % raztopino ekstrakta (Vek, 2015) (Slika 30). 
  
Slika 30: Priprava petrijevk s hranilnim gojiščem: a) Definirana mesta izpostavitve. b) Pipetiranje 
ekstraktov. 
 
Inhibitorno delovanje ekstraktov smo testirali s tremi kulturami gliv razkrojevalk lesa, ki 
najpogosteje napadajo les (pisana ploskocevka (Trametes versicolor - Tv), pahljačica 
(Schizophyllum commune - Scc) in navadna tramovka (Gloeophyllum trabeum - Gt)) ter s 
tremi kulturami plesni (Penicillium expynsum - Pee, Fusarium solani - Fus in črna plesen 
(Aspergillus niger - Asn)) (Preglednica 5).  
  
a
) 
b
) 
c
) 
b
) 
a
) 
5 % raztopina 
ekstrakta 
1 % raztopina 
ekstrakta 
Kontrola 
(čisti DMSO) 
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Preglednica 5: Kulture organizmov, ki smo jih vključili v in vitro sreening test fungicidnega in 
antimikrobnega potenciala 
Oznaka Latinsko ime Domače ime Vrsta glive  Slika organizma 
Tv 
Trametes 
versicolor 
Pisana 
ploskocevka 
bela trohnoba 
 
 
 
Scc 
Schizophyllum 
commune 
Pahljačica bela trohnoba 
 
 
 
Gt 
Gloeophyllum 
trabeum 
Navadna 
tramovka 
rjava trohnoba 
 
 
 
Pee 
Penicillium 
expynsum 
- plesen 
 
 
 
Fus 
Fusarium 
solani 
- plesen 
 
 
 
Asn 
Aspergillus 
niger 
Črna plesen plesen 
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Za test smo uporabili sveže glivne kulture, torej smo pred pričetkom testa iz banke gliv 
Oddelka za lesarstvo precepili micelij testnih organizmov v nove petrijevke s hranilnim 
gojiščem. Inokulume smo cepili na sredino petrijevk. Petrijevke smo nato zatesnili s 
prozorno folijo ter jih inkubirali v rastni komori pri 25 °C in 75 % relativni zračni vlažnosti 
(Slika 31). Rast gliv smo spremljali tri tedne. V prvem tednu smo meritve izvajali vsak 
dan, kasneje pa na dva dni. Prirastek smo merili z elektronskim kljunastim merilom. 
Rezultate smo izrazili kot procent inhibicije glivnega razvoja v radialni smeri (%), ki smo 
ga izračunali po sledeči formuli: 
 𝐼𝑛 % =
𝑟𝑖𝑛
𝑟0
 × 100 [%] ... (5)  
𝐼𝑛 % … procent inhibicije glivnega razvoja v radialni smeri [%] 
𝑟𝑖𝑛 … razdalja od oboda petrijevke do micelija glive/plesni 
𝑟0 … polmer, razdalja od roba/oboda petrijevke do oboda cepiča 
 
  
Slika 31: a) Cepljenje gliv. b) Inkubacija v rastni komori. 
3.2.7 Določanje antioksidativnega potenciala z DPPH metodo 
Molekula 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (α,α-difenil-β-pikrilhidrazil; DPPH) je stabilen prosti 
radikal. Zanj je značilno, da ima prosti elektron enakomerno delokaliziran po celotni 
molekuli, zaradi česar je intenzivne vijolične barve in se ne dimerizira kot večina prostih 
radikalov. Če raztopini DPPH dodamo antioksidant, ki je donor vodikovega atoma, pride 
do nastanka reducirane oblike DPPH (Slika 32) in posledično do razbarvanja raztopine. Pri 
reakciji se DPPH reducira do hidrazina, iz molekule antioksidanta pa nastane nov radikal, 
ki reagira z novo molekulo DPPH. Reakcijo zaznamo z znižanjem absorbance, torej jo 
spremljamo spektrofotometrično, in sicer pri valovni dolžini 517 nm. (Krakar, 2011; 
Kastelic, 2008; Molyneux, 2004).  
a
) 
b
) 
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Slika 32: Strukturni formuli DPPH radikala (difenilpikrilhidrazil) (levo) in reducirane molekule 
(difenilpikrilhidrazin) (desno) 
 
Namen testa je bil medsebojno primerjati antioksidativno aktivnost ekstraktov jedrovine, 
žive in mrtve grče ter vej bele jelke, ter antioksidativno aktivnost referenčnih 
antioksidantov, torej askorbinske kisline (vitamin C) in galne kisline (Vivod, 2018). Za 
slepi vzorec smo uporabili čisti metanol (HPLC-čistost). 
Reagent DPPH smo pripravili tako, da smo v 250-mL temno merilno bučko zatehtali 10 
mg 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (DPPH) in jo z metanolom (HPLC-čistost) dopolnili do 
oznake na bučki. Osnovne raztopine ekstraktov jedrovine, žive in mrtve grče ter vej bele 
jelke, askorbinske kisline in galne kisline smo pripravili v 60-mL temnih stekleničkah. 
Vanje smo najprej zatehtali 50 mg absolutno suhega vzorca oziroma določene kemikalije 
ter prilili 50 mL metanola (HPLC-čistost). Vzorčne in kontrolne raztopine smo pripravili v 
petih koncentracijah, in sicer 1000 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 100 mg/L in 50 mg/L (Vek 
in sod., 2019a). 
Osnovne raztopine smo redčili po sledečem protokolu:  
 za vsako osnovno raztopino smo pripravili 5 20-mL temnih stekleničk, 
 v prvo stekleničko smo odpipetirali 10 mL osnovne raztopine (1000 mg/L), 
 v drugo 5 mL osnovne raztopine ter 5 mL metanola (500 mg/L), 
 v tretjo 2,5 mL osnovne raztopine ter 7,5 mL metanola (250 mg/L), 
 v četrto 1 mL osnovne raztopine ter 9 mL metanola (100 mg/L) in 
 v peto 0,5 mL osnovne raztopine ter 9,5 mL metanola (50 mg/L). 
 
Po zgornjem postopku pripravljene raztopine ter slepi vzorec metanola smo s pipeto 
prenesli v kivete (90 𝜇L) in jim dodali metanolno raztopino DPPH reagenta (2,25 mL). Po 
30-minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo reagentnim zmesem izmerili absorbanco 
pri valovni dolžini 517 nm (Slika 33). Meritve smo opravili z UV–Vis spektrofotometrom 
Perkin-Elmer Lambda 2. Antioksidativno aktivnost po DPPH metodi smo izračunali po 
spodnji enačbi (Vek in sod., 2019a). 
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𝑅𝑆𝐴 =
𝐴0 − 𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐
𝐴0
 × 100 [%] ... (6)  
 
𝑅𝑆𝐴[%] … antioksidativna aktivnost 
𝐴0 … absorbanca slepega vzorca (metanola) 
𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 … absorbanca vzorca in referenčnih antioksidantov (galne in askorbinske kisline) 
 
     
Slika 33: Različno koncentrirane raztopine galne in askorbinske kisline ter slepih vzorcev po dodatku 
DPPH reagenta in inkubaciji (Vek, 2019) 
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
4.1 VSEBNOSTI EKSTRAKTIVOV V LESU DEBEL, GRČ IN VEJ BELE JELKE 
V kemijsko analizo so bila vključena tri drevesa bele jelke (Abies alba Mill.). Iz vsakega 
od dreves smo odvzeli po dva koluta, ki sta se nahajala na različnih višinah (Preglednica 
3). Pri vzorčenju lesa debla in vej smo natančno preučili in definirali mesta vzorčenja za 
posamezna tkiva. Beljavo smo razdelili na periferni (SW1) in notranji del (SW2). Prav 
tako jedrovino na periferni (HW3), vmesni (HW4) ter notranji del oziroma del ob strženu 
(HW5). Žive in mrtve grče smo razdelili na del grče v beljavi (LK-SW oziroma DK-SW) 
in del grče v jedrovini (LK-HW oziroma DK-HW). Vzorci lesa veje so bili odvzeti tik ob 
deblu, torej na mestu vstopa veje v deblo (BW1), 10 cm od debla (BW2) ter 20 cm od 
debla (BW3) (Slika 34). 
 
Slika 34: Primer vzorčenja posameznih tkiv v lesu debla in vej bele jelke (A. alba). Periferni del beljave 
(SW1), notranji del beljave (SW2), periferni del jedrovine (HW3), vmesni del jedrovine (HW4), 
notranji del jedrovine (HW5), živa grča v jedrovini (LK-HW), živa grča v beljavi (LK-SW), veja tik ob 
deblu (BW1), veja 10 cm stran od debla (BW2), veja 20 cm stran od debla (BW3), mrtva grča v 
jedrovini (DK-HW) ter mrtva grča v beljavi (DK-SW). 
 
V okviru kemijske analize smo preiskovanim vzorcem, ki smo jih pridobili iz debel in vej 
dreves bele jelke (A. alba), določili vsebnost lipofilnih in hidrofilnih ekstraktivov, vsebnost 
celokupnih fenolov ter identificirali posamezne fenolne spojine (lignane, flavonoide ter 
fenolne kisline) in prav tako določili njihovo vsebnost.  
SW1 
SW2 
HW5 
HW4 
HW3 
BW1 BW2 
BW3 
LK-SW 
LK-HW 
Keržič E. Ekstraktivi v lesu debel, grč in vej bele jelke ter njihov fungicidni potencial 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2019                      39  
4.1.1 Določitev ekstrakcijskih pogojev za učinkovito ekstrakcijo na sistemu za 
pospešeno ekstrakcijo ASE 350 
Za določitev  ekstrakcijskih pogojev za učinkovito ekstrakcijo fenolnih ekstraktivov iz lesa 
bele jelke (A. alba) smo izvedli preliminarno analizo, pri čemer smo ekstrahirali 
homogenizirane vzorce jedrovine, beljave in grč na modernem sistemu za pospešeno 
ekstrakcijo ASE 350. Pri tem smo preverili več topil in preučili število statičnih 
ekstrakcijskih ciklov na ekstrakcijski donos. Vzorci vključeni v preliminarno analizo so 
vsebovali dezintegriran material iz vseh vzorčnih kolutov, ki so bili odvzeti s treh dreves, 
na dveh različnih višinah (Preglednica 3) ter razdeljeni na posamezna tkiva. Vzorci 
jedrovine so vsebovali vsa tkiva odvzeta iz različnih delov jedrovine (HW3, HW4 in 
HW5), prav tako vzorci beljave (SW1 in SW2). Vzorci grč so vsebovali vsa tkiva živih 
(LK-SW in LK-HW) ter mrtvih grč (DK-SW in DK-HW).  
Ekstrakte omenjenih homogeniziranih vzorcev, pridobljenih z vodo (H2O), etanolom 
(EtOH/H2O), etil acetatom (EtOAc) in acetonom (Me2CO/H2O), smo analizirali z 
gravimetrično metodo (Priloga A) ter UV-Vis spektrofotometrijo. Na podlagi rezultatov 
slednje smo izbrali najprimernejše ekstrakcijsko topilo (Slika 35).  
 
Slika 35: Vsebnost celokupnih fenolov v vodnih (H2O), etanolnih (EtOH/H2O), etilacetatnih (EtOAc) 
in acetonskih (Me2CO/H2O) ekstraktih jedrovine (HW), beljave (SW) in lesa grč (KW) bele jelke (A. 
alba) (z okvirjem je označeno najbolj primerno topilo) 
 
Na podlagi primerjave izmerjenih vsebnosti celokupnih fenolov v (mg/L) ekstraktih, 
pridobljenih z različnimi topili, smo ugotovili, da je v primeru jedrovine najučinkovitejše 
ekstrakcijsko topilo fenolnih komponent etanol, v primeru beljave voda ter v primeru lesa 
grč aceton (Slika 35). Z etil acetatom se je iz vseh tkiv izpralo najmanj fenolov. Kot 
najučinkovitejši topili sta se tako izkazali vodni raztopini etanola in acetona. V povprečju 
smo iz vseh tkiv največ fenolnih komponent pridobili z acetonom, in sicer 180,5 mg/L, z 
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etanolom pa 179,7 mg/L, kar je le nekoliko manj. Ker smo v raziskavi posebno pozornost 
posvetili analizi ekstraktov grč, smo na podlagi rezultatov pričujoče preliminarne analize 
(Slika 35) kot najprimernejše topilo za nadaljnje ekstrakcije izbrali aceton. 
Pri določanju vpliva števila ekstrakcijskih ciklov na ekstrakcijski donos smo z izbranim 
topilom, torej acetonom, ekstrahirali homogenizirane vzorce jedrovine, beljave in grč. 
Ekstrakcijo vseh tkiv smo izvedli v pet ciklih. Ekstrakte posameznih ciklov smo zajemali 
vsakega posebej ter jih analizirali z gravimetrično metodo (Priloga B), UV-Vis 
spektrofotometrijo (Slika 36) in reverzno fazno tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (RP-HPLC) (Priloga C). 
 
Slika 36: Vsebnost celokupnih fenolov v acetonskih ekstraktih jedrovine (HW), beljave (SW) in lesa 
grč (KW) bele jelke (A. alba) pridobljenih v različnih zaporednih ekstrakcijskih ciklih (z okvirjem je 
označeno primerno število ciklov) 
 
Slika 36 razkriva, da se ekstrakcijski donos z vsakim ciklom zmanjšuje. Največ 
ekstraktivov se iz lesa spere s prvim ekstrakcijskim ciklom (Vek in sod., 2019c). Količina 
celokupnih fenolov v ekstraktih grč je po prvem ekstrakcijske ciklu znašala 407,5 mg/L, po 
drugem 34,1 mg/L, z naslednjimi cikli pa smo iz vzorcev pridobili manj od 10 mg/L. V 
ekstraktih jedrovine je bila vsebnost celokupnih fenolov v prvem ciklu 84,7 mg/L, v 
drugem le nekoliko več kot 10 mg/L, v vseh sledečih ciklih pa nižja. Ekstrakti beljave so 
že v drugem ciklu vsebovali manj kot 10 mg/L celokupnih fenolov. Rezultati preliminarne 
analize kažejo, da sta za zadosten ekstrakcijski donos, potrebna le dva ekstrakcijska cikla, 
saj z njima odstranimo veliko večino fenolnih komponent, ki so prisotne v različnih tkivih 
lesa bele jelke (A. alba). Na podlagi pridobljenih rezultatov smo se odločili, da vzorce bele 
jelke ekstrahiramo po protokolu, ki ga navaja Willför in sod. (2003). Določeni deli debla 
so bili okuženi z belo omelo (Viscum album), parazitsko rastlino, zaradi tega so vzorci teh 
diskov očitno vsebovali travmatske smolne kanale, že na otip je bilo jasno, da vzorci 
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vsebujejo smolo (Slika 37). Vse vzorce lesa smo zato pred ekstrakcijo z acetonom 
poekstrahirali z nepolarnim cikloheksanom. 
 
Slika 37: Vzorčni kolut okužen z belo omelo (Viscum album) (Vek, 2019) 
4.1.2 Vsebnost hidrofilnih in lipofilnih ekstraktivov v lesu debel, grč in vej bele jelke 
Vsebnosti hidrofilnih in lipofilnih ekstraktivov smo določili z gravimetrično analizo 
acetonskih in cikloheksanskih ekstraktov ter jih izrazili v miligramih na gram absolutno 
suhega lesa (mg/g dw). Vsebnosti za posamezne vzorce so prikazane v prilogi D. Slika 38 
podaja povprečne vsebnosti hidrofilnih in lipofilnih ekstraktivov v beljavi (SW), jedrovini 
(HW), v lesu živih grč (LK), v lesu mrtvih grč (DK) in v lesu vej (BW). Povprečja vseh 
tkiv vključujejo vsebnosti v vseh delih posameznih tkiv iz vseh vzorčnih kolutov: torej 
beljava vključuje vsebnosti v SW1 in SW2; jedrovina v HW3, HW4 in HW5; živa grča v 
LK-SW in LK-HW ter mrtva grča v DK-SW in DK-HW. 
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Slika 38: Vsebnosti lipofilnih (spojine topne v cikloheksanu) in hidrofilnih ekstraktivov (spojine topne 
v acetonu) v beljavi (SW), jedrovini (HW), živih grčah (LK), mrtvih grčah (DK) in vejah (BW) bele 
jelke (A. alba) (stolpci, ki predstavljajo povprečja so opremljeni s standardnimi odkloni) 
 
S slike 38 je razvidno, da vsa tkiva vsebujejo znatno več hidrofilnih kot lipofilnih 
ekstraktivov. Največ lipofilnih in hidrofilnih ekstraktivov v povprečju vsebujejo mrtve 
grče (20,1 mg/g lipofilnih ekstraktivov in 210,4 mg/g hidrofilnih ekstraktivov), najmanj pa 
beljava (4,7 mg/g lipofilnih ter 14,8 mg/g hidrofilnih ekstraktivov). Žive grče in veje 
vsebujejo nekoliko manj lipofilnih (13,0 mg/g žive grče in 9,4 mg/g veje) in hidrofilnih 
(149,6 mg/g žive grče in 148,7 mg/g veje) ekstraktivov kot mrtve grče, jedrovina pa 
nekoliko več kot beljava (5,2 mg/g lipofilnih ter 34,1 mg/g hidrofilnih ekstraktivov). 
Jedrovina in beljava tako v povprečju vsebujeta približno 5-krat več hidrofilnih 
ekstraktivov v primerjavi z lipofilnimi, grče pa kar 10-krat več. 
4.1.3 Vsebnost celokupnih ekstraktivov in celokupnih fenolov v lesu debel , grč in 
vej bele jelke 
Podatke o vsebnosti celokupnih ekstraktivov in celokupnih fenolov smo pridobili na 
podlagi gravimetrične metode oziroma UV-Vis spektrofotometrične analize. Vsebnosti 
vseh preiskanih vzorcev so podane v prilogi D. Na sliki 39 so prikazana povprečja za 
beljavo (SW), jedrovino (HW), žive grče (LK), mrtve grče (DK) in les vej (BW). 
Vsebnosti celokupnih ekstraktivov in fenolov predstavljajo seštevek hidrofilnih in 
lipofilnih ekstraktivov oziroma fenolov pridobljenih z acetonom in cikloheksanom skupaj.  
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Slika 39: Vsebnosti celokupnih ekstraktivov in celokupnih fenolov v beljavi (SW), jedrovini (HW), 
živih grčah (LK), mrtvih grčah (DK), in vejah (BW) bele jelke (A. alba) (stolpci, ki predstavljajo 
povprečja so opremljeni s standardnimi odkloni) 
 
Kot lahko razberemo s slike 39 največ ekstraktivov vsebujejo grče. Žive grče so v 
povprečju vsebovale 162,6 miligramov ekstraktivov na gram absolutno suhega lesa, mrtve 
pa 230,5 mg/g. Veje so vsebovale le nekoliko manj ekstraktivov kot grče (158,0 mg/g). 
Jedrovina (39,3 mg/g) ter beljava (19,5 mg/g) pa sta vsebovali znatno manj ekstraktivnih 
snovi. Vzorci jedrovine so v povprečju vsebovali približno 5-krat manj celokupnih 
ekstraktivov kot grče.  
Enak trend lahko opazimo tudi pri vsebnosti celokupnih fenolov. Vsebnost celokupnih 
fenolov v vseh tkivih je nižja od vsebnosti celokupnih ekstraktivov, saj fenoli predstavljajo 
eno izmed podskupin ekstraktivov. Beljava z najnižjo vsebnostjo fenolov je v povprečju 
vsebovala le 1,3 miligramov celokupnih fenolov na gram suhega lesa, jedrovina 11,7 mg/g, 
veje 53,5 mg/g, grče pa 60,5 mg/g (žive grče) ter 71,3 mg/g (mrtve grče). Če ponovno 
izpostavimo razliko v vsebnosti med jedrovino in grčami, lahko ugotovimo, da grče 
vsebujejo 5-krat (žive grče) oziroma 6-krat (mrtve grče) več celokupnih fenolov kot 
jedrovina. 
4.1.4 Identifikacija fenolnih ekstraktivov v vzorcih lesa bele jelke 
Fenolne ekstraktive smo identificirali, v prvem koraku s tankoplastno kromatografijo in 
nato še s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (RP-HPLC-PDA). Na podlagi 
pregleda literature in preliminarnih kromatografskih analiz smo za identifikacijo spojin v 
ekstraktih jelovine uporabili mešanice referenčnih spojin, ki so vsebovale sledeče spojine: 
fenolne kisline (galno, protokatehulno, hidroksibenzojsko, homovanilinsko, kumarilno in 
ferulno kislino),  flavonoide (katehin, epikatehin, taksifolin in kvercetin) ter lignane 
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(izolaricirezinol, laricirezinol, sekoizolaricirezinol, pinorezinol in matairezinol) (Willför in 
sod., 2004b; Tavčar Benković in sod., 2017; Kebbi-Benkeder in sod. 2017). V spodnji 
preglednici (Preglednica 6) so navedene spojine, ki smo jih uspeli identificirati s 
primerjavo retencijskih časov referenčnih spojin in retencijskih časov spojih v ekstraktih 
bele jelke (A. alba).  
Preglednica 6: Identificirane fenolne spojine v ekstraktih lesa bele jelke (A. alba), njihove strukturne 
formule ter njihovi retencijski časi HPLC-analize v minutah 
Št. 
Identificirana  
fenolna spojina 
Oznaka 
Tip 
spojine 
Strukturna formula 
Rt HPLC-
analize 
[min] 
1. 
 
Epikatehin  
(Epicatechin) 
Epi Flavonoid 
 
7,96 
2. 
Homovanilinska 
kislina 
(Homovanillic acid) 
HVA 
Fenolna 
kislina 
 
8,14 
3. 
Kumarilna kislina 
(Coumaric acid) 
CA 
Fenolna 
kislina 
 
9,46 
4. 
Taksifolin 
(Taxifolin) 
Tax Flavonoid 
 
9,69 
5. 
Ferulna kislina 
(Ferulic acid) 
Fer 
Fenolna 
kislina 
 
9,99 
6. 
Izolaricirezinol 
(Isolariciresinol) 
Iso-Lari Lignan 
 
10,20 
7. 
Laricirezinol 
(Lariciresinol) 
Lari Lignan 
 
11,50 
Keržič E. Ekstraktivi v lesu debel, grč in vej bele jelke ter njihov fungicidni potencial 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2019                      45  
8. 
Sekoizolaricirezinol 
(Secoisolariciresinol) 
Seco Lignan 
 
11,74 
9. 
Pinorezinol 
(Pinoresinol) 
Pino Lignan 
 
12,60 
10. 
Matairezinol 
(Matairesinol) 
Matai Lignan 
 
12,91 
11. 
Kvercetin   
(Quercetin) 
Qur Flavonoid 
 
13,60 
 
V ekstraktih lesa bele jelke smo identificirali vse tri tipe fenolnih ekstraktivov, ki so jih 
vsebovale mešanice referenčnih spojin. V prvem koraku smo spojine ločili in vizualizirali s 
TLC-kromatografijo (Slika 40, Preglednica 7). Ta tehnika je pokazala na prisotnost 
številnih spojin v naših ekstraktih. Ločene spojine ekstraktov so vidne kot barvaste točke 
na razvitih TLC-ploščah. Ker so se določene spojine med seboj prekrivale, torej ločba ni 
bila optimalna, smo ekstrakte natančno preiskali še s HPLC-analizo (Slike 41, 42, 43 in 
44). Identificirane spojine si v preglednici 6 sledijo glede na njihove retencijske čase (čas 
zadrževanja komponente na kromatografski koloni). Kot najpolarnejša spojina se je prvi 
eluiral flavonoid epikatehin (Epi, tr = 8,0 min), sledijo mu fenolni kislini homovanilinska 
kislina (HVA, tr = 8,1 min) in kumarilna kislina (CA, tr = 9,5 min), flavonoid taksifolin 
(Tax, tr = 9,7 min), ferulna kislina (Fer, tr = 10,0), lignani izolaricirezinol (Iso-Lari, tr = 
10,2 min), laricirezinol (Lari, tr = 11,5 min), sekoizolaricirezinol (Seco, tr = 11,7 min), 
pinorezinol (Pino, tr = 12,6 min) ter matairezinol (Matai, tr = 12,9 min), kot zadnji pa se je 
iz kolone eluiral najmanj polaren flavonoid kvercetin (Qur,  tr = 13,6 min). 
Keržič E. Ekstraktivi v lesu debel, grč in vej bele jelke ter njihov fungicidni potencial 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2019                      46  
 
Slika 40: TLC-plošče z razvitimi standardi (levo), ekstrakti grče bele jelke (A. alba) (sredina) in 
ekstrakti bele jelke (A. alba) (Willför in sod., 2006). Matairezinol (Matai), pinorezinol (Pino), 
izolaricirezinol (Iso-Lari), sekoizolaricirezinol (Seco). Živa grča (LK) in mrtva grča (DK). Todolakrol 
(Todo), sekolaricirezinol (Seco), laricirezinol (Lari), hidroksimatairezinol (HMR), pinorezinol (Pino), 
matairezinol (MR). 
 
Preglednica 7: Retencijski faktorji lis na TLC-kromatogramih grč bele jelke (A.alba); spojine, ki jih 
predstavljajo lise in njihovi retencijski faktorji 
Lisa Povprečni retencijski faktor (Rf) Spojina Retencijski faktor spojine (Rf) 
A 0,23 - - 
B 0,30 - - 
C 0,34 - - 
D 0,38 Izolaricirezinol 0,49 
E 0,40 Sekoizolaricirezinol 0,56 
F 0,44 Sekoizolaricirezinol 0,56 
G 0,53 Laricirezinol 0,62 
H 0,58 - - 
I 0,62 Hidroksimatairezinol - 
J 0,67 - - 
K 0,73 Pinorezinol 0,81 
L 0,91 Matairezinol 0,78 
 
S pomočjo TLC-analize smo v ekstraktih živih in mrtvih grč identificirali sledeče lignane: 
izolaricirezinol, sekoizolaricirezinol, laricirezinol, hidroksimatairezinol, pinorezinol in 
matairezinol (Slika 40, Preglednica 7). Identifikacija je potekala na podlagi primerjave 
retencijskih faktorjev oziroma višin lis petih standardov lignanov z retencijskimi faktorji 
oziroma višinami lis spojin vsebovanih v ekstraktih grč (Preglednica 7). Ker se retencijski 
faktorji niso popolnoma ujemali, smo si pomagali z barvami lis ter kromatogramom iz 
obstoječe literature (Willför in sod., 2006). Glede na to katere spojine smo uspeli 
identificirati s to analizo, ne moremo govoriti o razlikah v sestavi ekstraktov živih in 
mrtvih grč, saj smo v obeh ekstraktih identificirali iste spojine.  
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Slika 41: Kromatogrami HPLC-PDA ekstraktov bele jelke (A. alba), posneti pri 280 nm. Acetonski 
ekstrakt lesa žive grče po a) prvem, b) drugem in c) četrtem statičnem ekstrakcijskem ciklu v sistemu 
ASE. 
 
Kromatogrami na sliki 41 prikazujejo spojine vsebovane v ekstraktih živih grč bele jelke 
(A. alba). Najvišji vrhovi, označeni z rdečimi številkami predstavljajo lignane, ki so 
prevladujoča skupina spojin. Prisotni so tudi v ekstraktu drugega ekstrakcijskega cikla. 
Poleg lignanov žive grče vsebujejo tudi fenolne kisline in flavonoide, ki jih na 
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kromatogramu predstavljajo nižji vrhovi, označeni z modro barvo, le teh z drugim ciklom z 
izjemo taksifolina ne ekstrahiramo več.   
 
Slika 42: Kromatograma HPLC-PDA ekstraktov bele jelke (A. alba), posneta pri 280 nm. a) Acetonski 
ekstrakt dela mrtve grče, ki je bil vklopljen v jedrovino (DK-HW). b) Acetonski ekstrakt dela mrtve 
grče, ki je bil vklopljen v beljavo (DK-SW). Za identiteto kromatografskih vrhov glej preglednico 6. 
 
Slika 42 vsebuje kromatograma ekstraktov mrtve grče v jedrovini in mrtve grče v beljavi. 
Podobno kot pri ekstraktih žive grče najvišje vrhove predstavljajo lignani. Med 
kromatogramoma je očitna razlika med višinami vrhov, predvsem tistih, ki predstavljajo 
lignane (rdeče številke). V kromatogramu (b), ki prikazuje spojine v ekstraktu mrtve gče v 
beljavi so vrhovi prevladujočih lignanov precej višji kot v kromatogramu (a). 
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Slika 43: Kromatogrami HPLC-PDA ekstraktov bele jelke (A. alba), posneti pri 280 nm. a) Acetonski 
ekstrakt lesa veje, vzorec je bil odvzet tik ob vstopu veje v deblo (BW0). b) Acetonski ekstrakt lesa 
veje, vzorec je bil odvzet na razdalji 10 cm od debla (BW10). b) Acetonski ekstrakt lesa veje, vzorec je 
bil odvzet na razdalji 20 cm od debla (BW20).  Za identiteto kromatografskih vrhov glej preglednico 6. 
 
Kromatogrami na sliki 43 očitno kažejo kako se zmanjšuje vsebnost ekstraktivnih spojin v 
veji, predvsem lignanov, z oddaljenostjo od debla. Če primerjamo kromatograma ekstrakta 
lesa veje tik ob deblu (BW0) ter vzorca veje 10 cm od debla (BW10), lahko ugotovimo, da 
se najbolj zmanjša vsebnost izolaricirezinola. Na kromatogramu ekstrakta lesa veje, ki se je  
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nahajal 20 cm od debla (BW20), sta znatno nižja tudi vrhova laricirezinola in 
sekoizolaricirezinola. 
 
Slika 44: Kromatograma HPLC-PDA ekstraktov bele jelke (A. alba), posneta pri 280 nm. a) Acetonski 
ekstrakt vzorca najstarejšega dela jedrovine (HW5). b) Acetonski ekstrakt vzorca najmlajšega dela 
jedrovine (HW3). Za identiteto kromatografskih vrhov glej preglednico 6. 
 
Pri kromatogramih različno starih delov jedrovine (Slika 44) opazimo poleg razlike v 
višinah vrhov tudi razliko v količini vrhov oziroma razliko v kemijski sestavi ekstraktov. 
Starejši deli jedrovine vsebujejo višje količine lignanov, na drugi strani pa mlajši deli 
vsebujejo homovanilinsko kislino, kumarilno kislino in taksifolin, ki jih v starejših delih ni. 
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4.1.5 Variabilnost v vsebnosti fenolnih ekstraktivov v lesnih tkivih debla in vej bele 
jelke 
Podatke o variabilnost v vsebnosti fenolnih ekstraktivov v lesnih tkivih debla in vej bele 
jelke (A. alba) smo zagotovili z natančnim vzorčenjem (Slika 34). Povprčne vsebnosti 
celokupnih ekstraktivov, celokupnih fenolov in posameznih fenolnih spojin v lesnih tkivih 
(Preglednica 8) vključujejo vsebnosti ekstraktivov v lesnih tkivih iz 6 kolutov.     
Preglednica 8: Vsebnosti celokupnih ekstraktivov, celokupnih fenolov in identificiranih fenolnih spojin 
v vzorcih beljave, jedrovine, grč in vej bele jelke (A. alba)  
 
SW HW LK BW DK 
 
1 2 3 4 5 HW SW 1 2 3 HW SW 
Celokupnih 
ekstraktivi 
[mg/g] 
20,4 18,8 49,0 37,6 31,4 128,3 196,9 258,9 151,4 74,8 179,3 281,7 
Celokupni 
fenoli 
[mg/g] 
1,7 0,9 13,8 11,2 10,0 50,7 70,4 79,8 54,8 29,0 56,4 86,3 
Epi [mg/g] 0,1 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0 0,1 
HVA 
[mg/g] 
0 0 0,7 0,3 0,3 1,3 2,2 2,3 1,8 1,0 1,5 1,5 
CA [mg/g] 0 0 0,4 0,2 0,2 0,5 0,3 0,1 0,1 0,2 0,2 0,5 
Tax [mg/g] 0 0 0,2 0,1 0,1 0,5 0,9 1,2 0,8 0,4 0,6 0,5 
Fer [mg/g] 0 0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
Iso-Lari 
[mg/g] 
0 0 1,0 0,5 0,6 7,2 20,1 24,5 13,9 7,9 15,3 46,9 
Lari [mg/g] 0 0 0,4 0,2 0,5 8,5 26,1 32,3 22,5 11,0 25,4 25,9 
Seco 
[mg/g] 
0,1 0,1 0,2 0,4 0,7 12,9 29,8 37,6 22,8 11,2 19,3 21,3 
Pino 
[mg/g] 
0,1 0 0 0 0 0,7 1,7 2,0 1,1 0,6 1,2 2,5 
Matai 
[mg/g] 
0 0 0,6 1,5 1,6 4,6 7,8 10,0 6,1 3,5 6,7 8,2 
Qur [mg/g] 0 0 0 0 0 0,2 0,4 0,6 0,3 0,1 0,7 1,4 
Epikatehin (Epi), homovanilinska kislina (HVA), kumarilna kislina (CA), taksifolin (Tax), ferulna kislina 
(Fer), izolaricirezinol (Iso-Lari), laricirezinol (Lari), sekoizolaricirezinol (Seco), pinorezinol (Pino), 
matairezinol (Matai) in kvercetin (Qur).  
Periferni del beljave (SW1) in notranji del beljave (SW2). 
Periferni del jedrovine (HW3), vmesni del jedrovine (HW4) in notranji del jedrovine (HW5). 
Živa grča v jedrovini (LK-HW), živa grča v beljavi (LK-SW). 
Vzorec veje tik ob deblu (BW1), vzorec veje 10 cm od debla (BW2) in vzorec veje 20 cm od debla (BW3). 
Mrtva grča v jedrovini (DK-HW) in mrtva grča v beljavi (DK-SW). 
 
Na sliki 45 je jasno razvidna variabilnost v vsebnosti fenolov med različnimi tkivi ter tudi 
variabilnost glede na njihovo lokacijo v deblu oziroma veji. 
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Slika 45: Vsebnosti celokupnih fenolov v vzorcih beljave, jedrovine, grč in vej bele jelke (A. alba). 
Periferni del beljave (SW1) in notranji del beljave (SW2). Periferni del jedrovine (HW3), vmesni del 
jedrovine (HW4) in notranji del jedrovine (HW5). Živa grča v jedrovini (LK-HW), živa grča v beljavi 
(LK-SW). Vzorec veje tik ob deblu (BW1), vzorec veje 10 cm od debla (BW2) in vzorec veje 20 cm od 
debla (BW3). Mrtva grča v jedrovini (DK-HW) in mrtva grča v beljavi (DK-SW). 
 
Rezultati spektrofotometrične in kromatografske analize ekstraktivov v lesnih tkivih bele 
jelke (A. alba) kažejo na izrazito variabilnost v vsebnosti fenolnih ekstraktivov v 
proučevanih vzorcih (Slika 45, Preglednica 8). Tako jedrovina kot tudi beljava vsebujeta 
značilno največ fenolnih snovi v perifernem delu. Vsebnost fenolnih ekstraktivov nato v 
starejših delih pada. Enako velja tudi za žive in mrtve grče, te največ fenolnih snovi 
vsebujejo v delu, ki je vključen v beljavo. V veji se vsebnost celokupnih fenolov z 
oddaljenostjo od debla zmanjšuje. Torej značilno največ fenolnih spojin lahko 
ekstrahiramo iz delov grč, ki so vključene v beljavi ter delov vej tik ob deblu. S tem smo 
dokazali, da ob grčah tudi les veje predstavlja relativno bogat vir fenolnih ekstraktivov. 
 
Sliki 46 in 47 prikazujeta povprečne vsebnosti lignanov v različnih debelnih tkivih (Slika 
47) ter tkivih znotraj vej (Slika 46).  
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Slika 46: Vsebnosti lignanov v vzorcih grč in vej bele jelke (A. alba). Izolaricirezinol (Iso-Lari), 
laricirezinol (Lari), sekoizolaricirezinol (Seco), pinorezinol (Pino) in matairezinol (Matai).  Živa grča v 
jedrovini (LK-HW), živa grči v beljavi (LK-SW). Vzorec veje tik ob deblu (BW1), vzorec veje 10 cm od 
debla (BW2) in vzorec veje 20 cm od debla (BW3). Mrtva grča v jedrovini (DK-HW) in mrtva grča v 
beljavi (DK-SW). 
 
S pričujočo analizo smo ugotovili, da se vsebnost lignanov v smeri od stržena proti 
periferiji v grči spreminja (Slika 46). Deli grč, ki so vklopljeni v beljavo so vsebovali več 
lignanov kot deli grč v jedrovini. Prav tako je opazno, da v lesu vej vsebnost identificiranih 
lignanov z naraščajočo oddaljenostjo od debla pada. V živih grčah in vejah je največ 
sekoizolaricirezinola (Seco), sledita pa mu laricirezinol (Lari) ter izolaricirezinol (Iso-
Lari). Pinorezinol (Pino) in matairezinol (Matai) v vseh tkivih predstavljata manjši delež v 
primerjavi s prej omenjenimi lignani. Mrtve grče v beljavi (DK-SW) vsebujejo največ 
izolaricirezinola (Iso-Lari), medtem ko mrtve grče v jedrovini (DK-HW) vsebujejo največ 
laricirezinola (Lari).  
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Slika 47: Vsebnosti lignanov v vzorcih beljave in jedrovine bele jelke (A. alba). Izolaricirezinol (Iso-
Lari), laricirezinol (Lari), sekoizolaricirezinol (Seco), pinorezinol (Pino) in matairezinol (Matai).  
Periferni del beljave (SW1) in notranji del beljave (SW2). Periferni del jedrovine (HW3), vmesni del 
jedrovine (HW4) in notranji del jedrovine (HW5). 
 
Kot smo že navedli v poglavju 4.1.3 debelna tkiva vsebujejo znatno manj fenolov v 
primerjavi s tkivi v vejah oziroma grčah. Slika 47 pa razkriva, da razlika ni le v količini 
ekstrahiranih spojin temveč tudi v sestavi ekstraktov. Predvsem lahko izpostavimo, da v 
jedrovini v povprečju največji delež predstavlja matairezinol (Matai), ki v tkivih vej in grč 
predstavlja manjši delež v primerjavi z drugimi lignani. Na podlagi rezultatov, ki jih 
prikazuje slika 47, lahko trdimo, da je vsebnost Lari, Seco in Matai v starejših tkivih 
jedrovine večja. V beljavi je največ sekoizlolaricirezinola (Seco). Podobno so poročali tudi 
Willför in sod. (2006), ki so v grčah bele jelke kot prevladujoč lignan detektirali 
sekoizolaricirezinol, v jedrovini pa matairezinol. Poleg teh dveh lignanov so v grčah in 
jedrovini bele jelke (A. alba) identificirali tudi laricirezinol, hidroksimatairezinol in 
pinorezinol.  
4.1.6 Aksialna variabilnost v vsebnosti fenolnih ekstraktivov v lesu debel, grč in vej 
bele jelke 
Iz vzorčnih dreves bele jelke (A. alba) smo odvzeli kolute na dveh višinah (Preglednica 3). 
Na podlagi tega smo vzorce razdelili v dve skupini, in sicer na tiste, ki smo jih odvzeli iz 
spodnjih delov drevesa (vzorci iz kolutov 1-1, 1-2 in 1-3), ter tiste, ki smo jih odvzeli iz 
zgornjega dela (vzorci iz kolutov 2-1, 2-2 in 2-3). V preglednici 9 so navedene povprečne 
vsebnosti celokupnih ekstraktivov, celokupnih fenolov in posameznih fenolnih spojin v 
beljavi, jedrovini, grčah in vejah iz dveh različnih višin. 
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Preglednica 9: Vsebnosti celokupnih ekstraktivov, celokupnih fenolov in identificiranih fenolnih spojin 
v vzorcih beljave, jedrovine, grč in vej bele jelke (A. alba) na dveh višinah  
 
Višina 
Beljava 
(SW) 
Jedrovina 
(HW) 
Živa grča 
(LK) 
Veja 
(BW) 
Mrtva grča 
(DK) 
Celokupnih 
ekstraktivi 
[mg/g] 
Spodaj 19,92 37,10 159,58 175,83 222,48 
Zgoraj 19,14 41,55 165,09 142,14 254,56 
Celokupni 
fenoli [mg/g] 
Spodaj 1,28 9,39 60,11 57,84 64,35 
Zgoraj 1,25 13,94 60,86 49,60 92,21 
Epi [mg/g] 
Spodaj 0,07 0 0,02 0,07 0,05 
Zgoraj 0,10 0 0,07 0,15 0,14 
HVA [mg/g] 
Spodaj 0 0,27 1,47 1,84 1,16 
Zgoraj 0 0,57 1,99 1,55 2,40 
CA [mg/g] 
Spodaj 0 0,16 0,29 0,17 0,25 
Zgoraj 0 0,36 0,51 0,10 0,68 
Tax [mg/g] 
Spodaj 0 0,08 0,63 0,93 0,42 
Zgoraj 0 0,15 0,81 0,63 0,96 
Fer [mg/g] 
Spodaj 0,01 0,01 0,13 0,15 0,13 
Zgoraj 0,01 0,03 0,19 0,14 0,17 
Iso-Lari 
[mg/g] 
Spodaj 0,02 0,52 13,18 15,90 37,82 
Zgoraj 0,02 0,90 14,04 14,19 10,94 
Lari [mg/g] 
Spodaj 0,03 0,29 15,92 23,10 24,93 
Zgoraj 0,04 0,48 18,46 19,76 27,69 
Secol [mg/g] 
Spodaj 0,06 0,48 21,52 28,06 22,08 
Zgoraj 0,09 0,41 21,15 18,87 15,12 
Pino [mg/g] 
Spodaj 0,04 0,05 1,07 1,43 2,21 
Zgoraj 0,02 0,01 1,27 1,04 0,76 
Matai [mg/g] 
Spodaj 0,03 1,37 5,71 6,77 8,18 
Zgoraj 0,02 1,08 6,57 5,94 5,25 
Qur [mg/g] 
Spodaj 0 0 0,29 0,39 1,30 
Zgoraj 0 0 0,36 0,28 0,27 
Epikatehin (Epi), homovanilinska kislina (HVA), kumarilna kislina (CA), taksifolin (Tax), ferulna kislina 
(Fer), izolaricirezinol (Iso-Lari), laricirezinol (Lari), sekoizolaricirezinol (Seco), pinorezinol (Pino), 
matairezinol (Matai) in kvercetin (Qur).  
Spodaj (povprečje kolutov 1-1, 1-2 in 1-3) in zgoraj (povprečje kolutov 2-1, 2-2 in 2-3). 
 
Iz preglednice 9 je razvidno, da je aksialna variabilnost precej manjša kot variabilnost med 
posameznimi tkivi (variabilnost v radialni smeri). Za lažjo predstavo so na sliki 48 grafično 
predstavljene povprečne vsebnosti celokupnih fenolov, opremljene s standardnimi 
deviacijami. 
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Slika 48: Vsebnosti celokupnih fenolov na dveh višinah v beljavi (SW), jedrovini (HW), živi grči (LK), 
veji (BW) ter mrtvi grči (DK) bele jelke (A. alba) (stolpci, ki predstavljajo povprečja so opremljeni s 
standardnimi odkloni). Spodaj (povprečje kolutov 1-1, 1-2 in 1-3) in zgoraj (povprečje kolutov 2-1, 2-2 
in 2-3). 
 
Na podlagi izmerjenih vsebnosti celokupnih fenolov ter variabilnosti ne moremo podati 
enoznačne ocene o prisotnosti značilne aksialne oziroma longitudinalne variabilnosti v 
vsebnosti ekstraktivov za les proučevanih dreves bele jelke (A. alba). O podobnih 
rezultatih poročajo tudi za les drugih drevesnih vrst (Adamopoulos in sod., 2005; Vek in 
sod., 2019d). V beljavi in veji je bilo v povprečju več fenolnih spojin v spodnjih delih 
drevesa, v jedrovini ter grčah pa v zgornjih delih, vendar pa te razlike niso bile tako velike, 
da bi lahko sklepali o značilni variabilnosti v longitudinalni smeri. Za natančnejše 
proučevanje aksialne variabilnosti v vsebnosti fenolnih ekstraktivov v lesu dreves bele 
jelke (A. alba) bodo potrebne nadaljnje študije, ki bodo vključevale vzorce, odvzete na več 
višinah po celotni dolžini debla.  
4.2 FUNGISTATIČNE, ANTIMIKROBNE IN ANTIOKSIDATIVNE LASTNOSTI 
EKSTRAKTIVOV LESA GRČ IN VEJ BELE JELKE 
4.2.1 Fungicidni in antimikrobni potencial ekstraktivov lesa grč in vej bele jelke 
Fungicidni in antimikrobni potencial ekstraktivov lesa grč in vej  bele jelke (A. alba) smo 
ocenili s presejalnim difuznim testom na hranilnem gojišču. Inhibitorno delovanje 
ekstraktov smo testirali s tremi kulturami gliv razkrojevalk lesa (Trametes versicolor (Tv), 
Schizophyllum commune (Scc) in Gloeophyllum trabeum (Gt)) ter s tremi kulturami plesni 
(Penicillium expynsum  (Pee), Fusarium solani (Fus) in Aspergillus niger (Asn)). Izkazalo 
se je, da izbran in vitro test ni bil primeren za vrednotenje antimikrobnega potenciala 
ekstraktov na delovanje črne plesni (Asn).  
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Rezultate testa smo izrazili kot procent inhibicije glivnega razvoja v radialni smeri (Vek, 
2015). Na slikah 49 in 51 so podana povprečja (6 repeticij) inhibicije, ki smo jo izmerili 
takrat, ko je organizem v eni smeri zrastel do roba petrijevke oziroma po treh tednih od 
začetka testa. Dinamika rasti posameznih organizmov v smeri ekstraktov in kontrole je 
predstavljena v prilogi E. 
 
Slika 49: Inhibicija rasti micelija gliv razkrojevalk lesa (Trametes versicolor (Tv),  Schizophyllum 
commune (Scc) in Gloeophyllum trabeum (Gt)) v radialni smeri; stolpci predstavljajo povprečno 
inhibicijo, ki smo jo dosegli z 1 % in 5 % raztopino ekstrakta grč (KW) in vej (BW) bele jelke (A. alba) 
(stolpci so opremljeni s standardnimi odkloni) 
 
Na podlagi rezultatov testa (Slika 49) lahko trdimo, da ekstrakti grč in vej bele jelke (A. 
alba) inhibirajo rast micelija testnih gliv razkrojevalk lesa. Inhibicija je bila dokaj nizka. V 
povprečju je bila za 5 % raztopine ekstrakta nekaj pod 20 %. 1 % raztopine ekstraktov so 
imele še slabše inhibitorne lastnosti oziroma jih sploh niso imele. Pri glivah bele trohnobe 
(Tv in Scc) je v povprečju izkazala največjo inhibicijo 5 % raztopina ekstrakta grč, pri glivi 
rjave trohnobe (Gt) pa 5 % raztopina ekstrakta vej. Zagotovih zaključkov glede 
inhibitornega delovanja ekstraktov bele jelke (A. alba) na glive razkrojevalke lesa zaradi 
relativno velike variabilnosti rezultatov ne moremo podati. Relativno nizka inhibicija 
razvoja gliv razkrojevalk lesa, torej rezultati in vitro testa na hranilnem gojišču, pa ne 
pomeni, da ekstraktivi lesa bele jelke ne zavirajo glivnega razkroja lesa.  
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Slika 50: Fungicidni efekt ekstrakta grče na glivo Schizophyllum commune 
 
  
Slika 51: Inhibicija rasti micelija plesni (Penicillium expynsum (Pee) in Fusarium solani  (Fus)) v 
radialni smeri. Stolpci predstavljajo povprečno inhibicijo, ki smo jo dosegli z 1 % in 5 % raztopino 
ekstrakta grč (KW) in vej (BW) bele jelke (A. alba) (stolpci so opremljeni s standardnimi odkloni) 
 
Ekstrakti lesa grč in vej bele jelke inhibirajo tudi rast plesni (Slika 51). Inhibicija je bila v 
povprečju le malenkost višja kot pri glivah razkrojevalkah lesa. Če izvzamemo inhibicijo 5 
% ekstrakta jedrovine na rast Fusarium solani, je bila inhibicija za 5 % raztopine ekstrakta 
približno 25 %. 1% raztopine ekstraktov so imele približno 10 % inhibicijo. Pri Penicillium 
expynsum (Pee) je izkazala največjo inhibicijo 5 % raztopina ekstrakta grč, pri Fusarium 
solani  (Fus) pa 5 % raztopina ekstrakta vej. Ti rezultati nakazujejo, da lahko ekstraktive 
lesa bele jelke obravnavamo tudi kot antimikrobne spojine. Spojine z antimikrobnim 
karakterjem pa vplivajo na naravno odpornost lesa.  
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Slika 52: Antimikrobni efekt ekstrakta grče na plesen Fusarium solani 
4.2.2 Antioksidativni potencial ekstraktivov lesa grč in vej bele jelke 
Antioksidativni potencial ekstraktov jedrovine, grč (živih in mrtvih) in vej bele jelke (A. 
alba) smo izmerili po DPPH metodi. Absorbance kontrolnih antioksidantov in ekstraktov z 
dodanimi reagenti smo izmerili pri različnih koncentracijah pri valovni dolžini 517 nm. Na 
podlagi rezultatov spektrofotometrične analize smo izračunali aktivnost lovljenja radikalov 
- RSA (ang. radical scavenging activity). Rezultati DPPH metode so pokazali razlike v 
antioksidantni aktivnosti med preučevanimi vzorci (Sliki 53 in 54). 
 
Slika 53: Aktivnost lovljenja prostih DPPH radikalov (RSA(%) - radical scavenging activity) v 
odvisnosti od koncentracije kontrolnih antioksidantov (galne (GA) in askorbinske kisline (ASK)) ter 
ekstraktov jedrovine (HW), mrtve grče (DK), žive grče (LK) in veje (BW) bele jelke (A. alba) 
 
Na sliki 53 lahko vidimo kako se aktivnost lovljenja radikalov (RSA) – DPPH radikala 
spreminja z naraščanjem koncentracije kontrolnih antioksidantov oziroma ekstraktov 
različnih tkiv bele jelke (A. alba). Izmed ekstraktov se je pri lovljenju radikala DPPH 
najslabše izkazal ekstrakt jedrovine. Ekstrakti živih in mrtvih grč ter vej so pri tem izkazali 
med seboj podobno aktivnost, višjo od ekstraktov jedrovine.  
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Slika 54: Aktivnost lovljenja radikalov (RSA(%) - radical scavenging activity) pri koncentracijah 500 
mg/L in 100 mg/L kontrolnih antioksidantov (galne (GA) in askorbinske kisline (ASK)) ter ekstraktov 
jedrovine (HW), žive grče (LK), veje (BW) in mrtve grče (DK) bele jelke (A. alba) 
  
Slika 54 prikazuje antioksidativno aktivnost pri koncentracijah 500 mg/L in 100 mg/L. Pri 
koncentraciji 100 mg/L so ekstrakti v povprečju izkazali za 60 % nižjo RSA v primerjavi z 
galno kislino ter 30 % v primerjavi z askorbinsko kislino. Pri koncentraciji 500 mg/L je 
bila razlika le še okrog 20 % v primerjavi z obema kontrolnima spojinama. Torej lahko 
opazimo, da se z višanjem koncentracije ekstraktivov znatno izboljšuje antioksidativna 
aktivnost. Pri najvišji koncentraciji (1000 mg/L) je bila RSA ekstraktov le malo manjša od 
RSA referenčnih spojin, kar dokazuje, da so ekstrakti lesa bele jelke (A. alba) vir naravnih 
rastlinskih antioksidantov. S pričujočo študijo smo torej dokazali, da ekstraktivi lesa bele 
jelke (A. alba) niso le fugistatiče in antimikrobne spojine, ampak so tudi naravni 
antioksidanti. Ta lastnost je pri interpretaciji vpliva ekstraktivov na naravno odpornost lesa 
oziroma odpornost lesa proti glivnemu razkroju izredno pomembna (Vek in sod., 2019a; 
Chen in sod., 2014; Belt in sod., 2017). Zaščitno vlogo fenolnih ekstraktivov v lesu dreves 
lahko tako pojasnimo bodisi s fungicidnimi ali nebiocidnimi lastnostmi teh spojin. Med 
slednje uvrščamo naravne antioksidante (lovilci prostih radikalov) in kelatorje (lovilci 
kovinskih ionov) (Schultz in Nicholas, 2002). 
Rezultate raziskovalnih aktivnosti, ki smo jih izvedli v okviru magistrskega projekta, lahko 
razdelimo v dva sklopa. Prvi sklop rezultatov nam daje natančno informacijo o porazdelitvi 
ekstraktivov v beljavi, jedrovini ter v lesu grč in vej. Ugotovili smo, da aceton učinkovito 
ekstrahira les oziroma grče bele jelke le z dvema 5 min statičnima cikloma pri T = 100 °C 
in 103,42 bar (1500 psi). Največ ekstraktivov smo pridobili iz lesa grč in vej, manj iz 
jedrovine, najmanj ekstraktivov pa so vsebovali vzorci beljave. Ugotovili smo, da je za 
posamezne kategorije lesnih tkiv značilna variabilnost v vsebnosti ekstraktivov. Tako v 
beljavi kot tudi jedrovini so mlajša tkiva vsebovala več fenolnih ekstraktivov kot starejša. 
Pri grčah smo največje vsebnosti ekstraktivov izmerili v delih, ki so bili vklopljeni v 
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beljavo, značilno manj ekstraktivov so vsebovali deli grč vklopljeni v jedrovino. Veja je 
vsebovala največ ekstraktivov tik ob deblu, vsebnost ekstraktivov je z oddaljenostjo od 
debla značilno padla. Podobno porazdelitev smo ugotovili za posamezne identificirane 
fenole oziroma lignane. Iz porazdelitve lignanov v jedrovini je razvidno, da je vsebnost 
identificiranih lignanov v starejših delih jedrovine nekoliko višja, kljub temu, da je 
vsebnost celokupnih fenolov v teh vzorcih manjša kot v mlajših delih jedrovine. 
V drugi sklop rezultatov lahko uvrstimo rezultate, ki smo jih pridobili s presejalnim testom 
in testom antioksidativnega potenciala. Ugotovili smo, da ekstrakt grč in vej inhibira razvoj 
gliv bele in rjave trohnobe ter plesni, vendar pa inhibicija ni bila izrazita. Bolj 
koncentrirani ekstrakti so izkazali močnejši fugistatični in antimikrobni efekt. Ugotovitev, 
da in vitro presejalni test na agarju ni pokazal hidrofilnim ekstraktivom močnega 
biocidnega efekta, še ne pomeni, da hidrofilni ekstraktivi bele jelke (A. alba) ne vplivajo 
na naravno odpornost jelovine. Izrazito boljše rezultate je pokazal antioksidativni test. 
Ugotovili smo, da so ekstrakti grč in vej izrazito boljši lovilci prostih radikalov kot 
ekstraktivi jedrovine. Pri višjih koncentracijah so bile antioksidativne lastnosti ekstraktivov 
grč in vej bele jelke celo primerljive z referenčnimi antioksidanti. Na podlagi prikazanih 
rezultatov in obstoječih literaturnih podatkov lahko podamo, da zaščitno vlogo 
ekstraktivov v lesu dreves lahko pojasnimo bodisi z biocidnimi ali z nebiocidnimi, torej 
antioksidativnimi lastnostmi. Ekstraktivi, ki veljajo za naravne lovilce prostih radikalov 
(antioksidanti) ali kovinskih ionov (kelatorji) imajo zagotovo velik vpliv na večjo 
odpornost lesa na glivni razkroj.      
4.3 ANALIZA HIPOTEZ 
Pri prvi hipotezi smo predpostavili, da grče vsebujejo več hidrofilnih ekstraktivov kot 
beljava in jedrovina bele jelke. Z rezultati kemijskih analiz lahko to hipotezo zagotovo 
potrdimo. Največ hidrofilnih ekstraktivov so vsebovale mrtve grče, in sicer 6-krat več kot 
jedrovina ter kar 14-krat več kot beljava. Tudi žive grče so imele višjo vsebnost hidrofilnih 
ekstraktivov kot beljava (10-krat več) in jedrovina (4-krat več). 
Z drugo hipotezo smo domnevali, da grče vsebujejo več lignanov kot beljava in jedrovina 
bele jelke. Tudi drugo hipotezo lahko potrdimo. Beljava je vsebovala zelo majhne količine 
lignanov. Les živih grč je vseboval 18-krat več lignanov kot jedrovina, les mrtvih grč pa 
kar 25-krat več.  
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V tretji hipotezi smo predvideli, da les mrtvih grč vsebuje več hidrofilnih ekstraktivov kot 
les živih grč. Razlika v vsebnosti ekstraktivov med živo in mrtvo grčo ni bila tako velika, 
kot razlika med grčami ter beljavo in jedrovino, kljub temu pa ta razlika ostaja. Rezultati 
naše raziskave kažejo na to, da les mrtvih grč vsebovuje 1,4-krat več hidrofilnih 
ekstraktivov kot les živih grč. 
S četrto hipotezo smo predpostavili, da se vsebnost ekstraktivov v veji z oddaljenostjo 
vzorca od debla zmanjšuje. Z rezultati gravimetrične, spektrofotometrične in 
kromatografske analize smo to hipotezo potrdili. Pri rezultatih vseh omenjenih metod je 
opazen jasen trend zmanjšanja vsebnosti ekstraktivov v veji, pri čemer se vsebnost 
ekstraktivov izrazito zmanjšuje z oddaljenostjo vzorca od debla. Del veje tik ob deblu je v 
povprečju vseboval 259 mg celokupnih ekstraktivov na gram suhega lesa, vzorec oddaljen 
10 cm od debla je vseboval 108 mg/g ekstraktivov, vorec, ki je bil oddaljen od debla 20 
cm, pa je vseboval le 75 mg/g ekstraktivov. Torej na vsakih 10 cm se je vsebnost 
ekstraktivov v vzorcu lesa veje skorajda prepolovola.  
Peta in šesta hipoteza predpostavljata, da ekstrakti grč bele jelke zavirajo rast 
povzročiteljic rjave in bele trohnobe. Za glive rjave trohnobe ta trditev drži, saj so ekstrakti 
grč izkazali določen % inhibicije, tako pri koncentraciji 5 % kot tudi 1%. Za glive bele 
trohnobe to drži le za višje koncentracije, saj 1 % ekstrakt mi imel inhibitornega učinka na 
Trametes versicolor. Inhibicija je bila v obeh primerih nizka. Pri 5 % raztopini ekstrakta 
grče je bila v povprečju 20 %. Glede na rezultate glivnih testov lahko peto in šesto 
hipotezo deloma potrdimo, deloma pa zvrnemo. 
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5 SKLEP 
V okviru raziskovalnih aktivnosti magistrskege naloge, smo pridobili izvirne rezultate, ki 
jih lahko razdelimo v dva sklopa. V prvi sklop rezultatov smo uvrstili tiste podatke, ki smo 
jih pridobili s kemijsko analizo sestave ekstraktivov lesa bele jelke (Abies alba Mill.). 
Določili smo ustrezne ekstrakcijske pogoje za ekstrakcijo jelovine na sistemu za hitro 
ekstrakcijo ter preučili vsebnost ekstraktivov v lesu beljave, jedrovine, grč in vej bele jelke 
(A. alba). Gravimetrična in spektrofotometrična analiza ekstraktov, pridobljenih z 
različnimi topili (voda, etanol, etil acetat in aceton), sta pokazali, da je najprimernejše 
topilo za ekstrakcijo jelovine aceton. V primeru jedrovine je bilo najučinkovitejše topilo 
fenolnih ekstraktivov etanol, v primeru beljave voda ter v primeru lesa grč aceton. Etil 
acetat se pri nobenem od lesnih tkiv bele jelke ni izkazal za učinkovito topilo. V skupnem 
sta bili najučinkovitejši topili 95% (v/v) vodni raztopini etanola (179,7 miligramov fenolov 
na liter topila) in acetona (180,5 mg/g).  
Gravimetrično, spektrofotometrično in kromatografsko smo preučili vpliv števila statičnih 
ekstrakcijskih ciklov na ekstrakcijski donos ekstraktivov iz lesa bele jelke (A. alba). 
Dokazali smo, da se ekstrakcijski donos z vsakim ciklom zmanjšuje. Pri ekstrakciji lesa 
grče z acetonom smo s prvim ciklom ekstrahirali 407,5 mg celokupnih fenolov na liter 
topila, z drugim 34,1 mg/L, z naslednjimi cikli pa manj kot 10 mg/L. V ekstraktih 
jedrovine in beljave je bila vsebnost celokupnih fenolov že po drugem ciklu 10 mg/L 
oziroma manjša. Glede na rezultate preliminarnih analiz smo vse nadaljnje ekstrakcije 
jelovine v sistemu za pospešeno ekstrakcijo izvedli z dvema ekstrakcijskima cikloma. 
Zaradi okužbe določenih delov debla z belo omelo in posledično prisotnosti smole, nastale 
v travmatskih smolnih kanalih, smo se odločili, da  vzorce lesa pred ekstrakcijo z acetonom 
ekstrahiramo tudi z nepolarnim cikloheksanom. 
Z gravimetrično analizo vsebnosti lipofilnih ekstraktivov v jelovini smo potrdili domnevo, 
da les vsebuje smolo. Kljub temu so vsa tkiva vsebovala znatno več hidrofilnih 
ekstraktivov. Jedrovina in beljava sta v povprečju vsebovali približno 5-krat več hidrofilnih 
ekstraktivov kot lipofilnih ekstraktivov, grče pa kar 10-krat več.  
Največ ekstraktivov smo pridobili iz lesa grč (žive grče, 162,6 miligramov ekstraktivov na 
gram suhega lesa (mg/g); mrtve grče, 230,5 mg/g) in vej (158,0 mg/g), manj iz jedrovine 
(39,3 mg/g), najmanj ekstraktivov pa so vsebovali vzorci beljave (19,5 mg/g). Vzorci 
jedrovine so v povprečju vsebovali približno 5-krat manj celokupnih ekstraktivov kot grče. 
Enak trend velja tudi za vsebnost celokupnih fenolov. Beljava je v povprečju vsebovala le 
1,3 miligramov celokupnih fenolov na gram suhega lesa, jedrovina 11,7 mg/g, veje 53,5 
mg/g, žive grče 60,5 mg/g ter mrtve grče 71,3 mg/g. Vzorci grč so vsebovali 5-krat (žive 
grče) oziroma 6-krat (mrtve grče) več celokupnih fenolov kot jedrovina. 
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S tankoplastno kromatografijo (TLC) in tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
(HPLC) smo v ekstraktih lesa bele jelke (A. alba) identificirali lignane (izolaricirezinol, 
laricirezinol, sekoizolaricirezinol,  pinorezinol, matairezinol in hidroksimatairezinol), 
fenolne kisline (homovanilinsko, kumarilno in ferulno kislino) in flavonoide (epikatehin, 
taksifolin in kvercetin). V ekstraktih živih grč in lesu vej je bil prevladujoč lignan 
sekoizolaricirezinol, v jedrovini pa matairezinol.  
Na podlagi rezultatov spektrofotometrične in kromatografske analize ekstraktivov v lesnih 
tkivih bele jelke (A. alba) smo ugotovili, da je za posamezne kategorije lesnih tkiv značilna 
izrazita variabilnost v vsebnosti ekstraktivov. V tkivih beljave in jedrovine so mlajši deli 
vsebovali več fenolnih ekstraktivov kot starejši. Ugotovili smo, da starejša tkiva jedrovine 
vsebujejo več lignanov kot mlajša. Pri grčah smo značilno največje vsebnosti 
identificiranih ekstraktivov izmerili v delih, ki so bili vklopljeni v beljavo, značilno manj 
ekstraktivov so vsebovali deli grč vklopljeni v jedrovino. Mrtve grče so v beljavi vsebovale 
največ izolaricirezinola, medtem ko so mrtve grče v jedrovini vsebovale največ 
laricirezinola. Veja je vsebovala največ ekstraktivov tik ob deblu, vsebnost ekstraktivov je 
z oddaljenostjo od debla značilno padla.  
Aksialna variabilnost v vsebnosti ekstraktivov je manj izrazita v primerjavi z variabilnostjo 
v vsebnosti teh nestrukturnih spojin v radialni smeri. V beljavi in veji je bilo v povprečju 
več fenolnih spojin v spodnjih delih drevesa, v jedrovini ter grčah pa v zgornjih delih, 
vendar pa te razlike niso bile tako velike, da bi lahko sklepali o značilni variabilnosti v 
longitudinalni smeri. 
V drugem sklopu smo raziskali fungistatične, antimikrobne in antioksidativne lastnosti 
ekstraktivov lesa grč in vej jelke. S presejalnim difzijskim testom na hranilnem gojišču 
smo ugotovili, da ekstrakti lesa grč in vej inhibirajo razvoj gliv bele in rjave trohnobe ter 
plesni, vendar pa inhibicija ni močna. Bolj koncentrirani ekstrakti so izkazali močnejši 
fugistatični in antimikrobni efekt. V primerjavi s fungicidnim testom je boljše rezultate 
pokazal antioksidativni test. Ugotovili smo, da so ekstrakti grč in vej izrazito boljši lovilci 
prostih difenilpikrilhidrazilnih radikalov kot ekstraktivi jedrovine. Pri višjih koncentracijah 
so bile antioksidativne lastnosti ekstraktivov grč in vej bele jelke celo primerljive z 
referenčnimi antioksidanti, kar dokazuje, da so ekstrakti lesa jelke vir naravnih rastlinskih 
antioksidantov. Na podlagi rezultatov in obstoječih literaturnih podatkov lahko sklepamo, 
da zaščitno vlogo ekstraktivov v lesu dreves lahko pojasnimo tudi z njihovimi 
antioksidativnimi lastnostmi.      
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6 POVZETEK 
Raziskali smo kemijsko sestavo ekstraktivov v beljavi, jedrovini, grčah in vejah bele jelke 
(Abies alba Mill.) ter preučili njihove fungistatične, antimikrobne in antioksidativne 
lastnosti. Raziskovalne aktivnosti, lahko razdelimo v dva sklopa. V prvem sklopu smo z 
različnimi analitskimi tehnikami natančno analizirali vsebnost in porazdelitev ekstraktivov 
v beljavi, jedrovini in grčah ter v lesu vej. Drugi sklop je vključeval teste bioaktivnih 
lastnosti, torej presejalne teste in test antioksidativnega potenciala. 
V kemijsko analizo smo vključili tri drevesa bele jelke (A. alba), ki izhajajo iz Kočevske 
reke. Posek je bil izveden sredi decembra 2018. Iz vsakega od dreves smo odvzeli po dva 
koluta, ki sta se nahajala na različnih višinah. Kolutom smo natančno definirali mesta 
vzorčenja in jih nato v mizarski delavnici Oddelka za lesarstvo Biotehniške fakultete 
razžagali na posamezne vzorce, ki smo jih posušili v sušilniku ter jih nato dezintegrirali z 
laboratorijskim mlinom. 
Delo smo nadaljevali v laboratoriju Katedre za kemijo lesa in drugih lignoceluloznih 
materialov na Oddelku za lesarstvo. Za določitev ustreznih ekstrakcijskih pogojev za  
ekstrakcijo fenolnih ekstraktivov iz lesa bele jelke (A. alba) smo izvedli preliminarno 
analizo, pri čemer smo ekstrahirali homogenizirane vzorce jedrovine, beljave in grč na 
modernem sistemu za pospešeno ekstrakcijo (Thermo Scientific ASE 350). Pri tem smo 
preverili več topil in preučili število statičnih ekstrakcijskih ciklov na ekstrakcijski donos. 
Ugotovili smo, da je izmed uporabljenih polarnih topil najprimernejša mešanica acetona in 
vode v razmerju 95:5 (v/v). Za učinkovito ekstrakcijo lesa oziroma grče bele jelke (A. 
alba) smo potrebovali dva 5 min statična cikla s cikloheksanom ter dva 5 min statična cikla 
z acetonom pri T = 100 °C in 103,42 bar (1500 psi).  
Vsebnost lipofilnih in hidrofilnih ekstraktivov v lesu, grčah in vejah smo določili 
gravimetrično. Pri tem smo volumske alikvote ekstraktov sušili do konstantne mase. S tem 
smo ekstrakte posušili do suhega ostanka. Rezultate gravimetrične analize smo izrazili kot 
vsebnost ekstraktivov na gram suhega lesa (mg/g). 
Sledila je spektrofotometrična analiza, ki smo jo izvedli z UV-Vis spektrofotometrom. 
Ekstrakte smo posušili v vakuumski komori ter jih raztopili v metanolu. Tako pripravljene 
vzorce smo prenesli v kivete ter jim dodali redčen Folin–Ciocaltau fenolni reagent in  
vodno raztopino natrijevega karbonata. Za semi-kvantitativno vrednotenje vsebnosti 
celokupnih fenolov smo pripravili različne koncentracije galne kisline ter izdelali 
umeritveno krivuljo. Po inkubaciji smo vzorcem zmerili absorbanco pri 765 nm, na podlagi 
katere smo izračunali vsebnost celokupnih fenolnih snovi v vzorcih. 
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Za identifikacijo posameznih fenolnih spojin smo uporabili kromatografijo. V prvem 
koraku smo izvedli analizo s tankoplastno kromatografijo. Koncentrirane acetonske 
ekstrakte živih in mrtvih grč in standarde smo z mikropipeto nanašali na TLC-plošče. 
TLC-plošče smo razvijali v kromatografski kadi, v kateri je bil (nepolaren) razvijalec 
(mešanica kloroforma in etanola) ter z njim nasičena atmosfera. Lise na razvitih TLC-
ploščah smo vizualizirali pod UV-lučjo ter poškropili z žveplovo kislino. Spojine smo 
identificirali na podlagi izmerjenih zadrževalnih faktorjev ter barv lis. Ker ločba nekaterih 
spojin na TLC-ploščah ni bila ustrezna za identifikacijo, smo ekstrakte natančno preiskali 
še s HPLC-analizo. Le-to smo izvedli s Thermo Fisher Scientific Accela modularnim 
sistemom. Vzorce, raztopljene v metanolu, smo prefiltrirali v 1,5-mL temne viale, ki smo 
jih vstavili v avtomatski vzorčevalnik sistema. Ločba ekstraktivov je potekala na ODS-
koloni. Za mobilno fazo smo uporabili vodo in metanol. Detekcija je potekala s PDA-
detektorjem pri 280 nm in merjenjem UV-spektrov v območju od 200 nm do 400 nm. 
Ciljne spojine smo identificirali s primerjavo retencijskih časov in UV-spektrov ločenih 
komponent s časi in spektri ustreznih internih standardov. Z integracijo vrhov ciljnih spojin 
smo izračunali njihove koncentracije v ekstraktu. 
Fungicidni in antimikrobni potencial ekstraktivov grč in vej bele jelke (A. alba) smo 
ocenili s presejalnim difuznim testom na hranilnem gojišču (Vek in sod. 2019b). Delo je 
potekalo v laboratoriju Katedre za lesne škodljivce, zaščito ter modifikacijo lesa. V 
petrijevke smo pripravili PDA hranilno gojišče, v katerega smo po obodu naredili tri 
luknje. Vanje smo pipetirali 1 % in 5 % ekstrakte (DMSO) ter čisti DMSO (kontrola). Na 
sredino petrijevk smo cepili micelije gliv razkrojevalk lesa (T. versicolor, S. commune in 
G. trabeum) ter plesni (P. expynsum, F. solani in A. niger). Petrijevke smo inkubirali v 
rastni komori (T = 25 °C, 75 % RZV). Rast testnih organizmov smo spremljali dokler ni 
organizem v eni smeri zrastel do roba petrijevke oziroma tri tedne. Rezultate testa smo 
izrazili kot procent inhibicije glivnega razvoja v radialni smeri. 
 
Antioksidativni potencial smo določili z metodo lovljenja dipikrilhidrazilnega  radikala. 
Ekstrakte jedrovine, grč in vej bele jelke (A. alba), askorbinske in galne kisline ter DPPH 
reagent smo raztopili v metanolu. Vzorčne in kontrolne raztopine smo pripravili v petih 
koncentracijah  ter jih s pipeto prenesli v kivete in dodali raztopino DPPH. Po inkubaciji 
smo jim izmerili absorbanco pri valovni dolžini 517 nm.  
 
Z gravimetrično analizo vsebnosti lipofilnih ekstraktivov v jelovini smo potrdili domnevo, 
da les vsebuje smolo. Jedrovina in beljava sta v povprečju vsebovali približno 5-krat več 
hidrofilnih ekstraktivov kot lipofilnih ekstraktivov, grče pa kar 10-krat več. 
 
Največ fenolnih spojin in ostalih ekstraktivov smo pridobili iz lesa grč in vej, manj iz 
jedrovine, najmanj ekstraktivov pa so vsebovali vzorci beljave. Vzorci grč so v povprečju 
vsebovali približno 5-krat več celokupnih fenolov oziroma ekstraktivov kot jedrovina.  
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S tankoplastno kromatografijo in s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti smo v 
ekstraktih lesa bele jelke (A. alba) identificirali, da lignane (izolaricirezinol, laricirezinol, 
pinorezinol sekoizolaricirezinol, in matairezinol), fenolne kisline (homovanilinsko, 
kumarilno in ferulno kislino) in flavonoide (epikatehin, taksifolin in kvercetin). V živih 
grčah in vejah je bil prevladujoč lignan sekoizolaricirezinol, v jedrovini pa matairezinol.  
Ugotovili smo, da je za posamezne kategorije lesnih tkiv značilna izrazita variabilnost v 
vsebnosti ekstraktivov. V tkivih beljave in jedrovine so mlajši deli vsebovali več fenolnih 
ekstraktivov kot starejši. Ugotovili smo, da starejša tkiva jedrovine vsebujejo več lignanov 
kot mlajša. Pri grčah smo značilno največje vsebnosti identificiranih ekstraktivov izmerili 
v delih, ki so bili vklopljeni v beljavo, značilno manj ekstraktivov so vsebovali deli grč 
vklopljeni v jedrovino. Veja je vsebovala največ ekstraktivov tik ob deblu, vsebnost 
ekstraktivov je z oddaljenostjo od debla značilno padla. Aksialna variabilnost v vsebnosti 
ekstraktivov je manj izrazita v primerjavi z variabilnostjo v vsebnosti teh nestrukturnih 
spojin v radialni smeri. 
S presejalnim difzijskim testom na hranilnem gojišču smo ugotovili, da ekstrakti lesa grč in 
vej inhibirajo razvoj gliv bele in rjave trohnobe ter plesni, vendar pa inhibicija ni močna. 
Bolj koncentrirani ekstrakti so izkazali močnejši fugistatični in antimikrobni efekt. V 
primerjavi s fungicidnim testom je boljše rezultate pokazal antioksidativni test. Ugotovili 
smo, da so ekstrakti grč in vej izrazito boljši lovilci prostih difenilpikrilhidrazilnih 
radikalov kot ekstraktivi jedrovine. Pri višjih koncentracijah so bile antioksidativne 
lastnosti ekstraktivov grč in vej bele jelke celo primerljive z referenčnimi antioksidanti.  
Na podlagi rezultatov raziskave lahko zaključimo, da je les grč in vej bele jelke (A. alba) 
predstavlja vir naravnih antioksidantov. Fenolni ekstraktivi s svojimi antioksidativnimi 
lastnostmi vplivajo na naravno odpornost lesa bele jelke (A. alba).Na podlagi rezultatov 
pričujoče raziskave lahko ekstraktive lesa bele jelke (A. alba) obravnavamo kot naravne 
produkte, ki  izkazujejo aplikativni potencial kot fungicidni in antimikrobni agenti v 
zaščitnih pripravkih in tudi na področju prehranskih dopolnil.  
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PRILOGE 
Priloga A: Vsebnost hidrofilnih ekstraktivov v vodnih (H2O), etanolnih (EtOH/H2O), 
etilacetatnih (EtOAc) in acetonskih (AC/H2O) ekstraktih jedrovine (HW), beljave (SW) in 
lesa grč (KW) bele jelke (A. alba) 
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Priloga B: Vsebnost hidrofilnih ekstraktivov v acetonskih ekstraktih jedrovine (HW), 
beljave (SW) in lesa grč (KW) bele jelke (A. alba) pridobljenih v različnih zaporednih 
ekstrakcijskih ciklih 
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Priloga C: Vsebnost posameznih fenolnih spojin ekstrahiranih z različnimi zaporednimi 
ekstrkcijskimi cikli iz jedrovine, beljave in grč bele jelke (A. alba)  
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Priloga D: Vsebnosti hidrofilnih in lipofilnih ekstraktivov, celokupnih fenolov, 
epikatehina, homovanilinske kisline, kumarilne kisline, taksifolina, ferulne kisline, 
izolaricirezinola, laricirezinola, sekoizolaricirezinola, pinorezinola, matairezinola in 
kvercetina v posameznih tkivih  
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2-2-LK-SW2 15,591 0,755 0,395
2-2-1BR2 9,595 0,939 0,497 0,070
2-2-2BR2 2,699 0,217
2-2-3BR2 1,199 0,477
2-2-1SW 3,398 0,284
2-2-2SW 1,898 0,128
2-2-3SW 3,800 0,833
2-2-4HW 0,000 0,498
2-2-5HW 2,301 0,446
2-2-6HW 0,000 0,945
1-3LK-HW1 15,200 1,277 0,118 0,083 0,066
1-3LK-SW1 7,300 0,625 0,094 0,412 0,206 0,125
1-3-1BR1 10,389 0,900 0,125 0,660 0,354 0,458 0,085
1-3-2BR1 4,296 0,721 0,344 0,111 0,449 0,091
1-3-3BR1 4,297 0,525 0,139 0,079 0,088
1-3LK-HW2 9,189 0,879 0,376 0,281 0,133 0,072
1-3LK-SW2 8,790 0,944 0,192 0,642 0,510 0,194 0,099
1-3-1BR2 10,498 0,907 0,179 0,680 0,514 0,252 0,079
1-3-2BR2 15,186 0,544 0,245 0,093 0,243 0,064
1-3-3BR2 8,299 0,066 0,071 0,064
1-3-1SW 8,896 0,000
1-3-2SW 10,091 0,000
1-3-3SW 11,898 0,088
1-3-4SW 8,693 1,192
1-3-5HW 8,993 0,017
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2-3LK-HW 11,689 0,369 0,105 0,110 0,224
2-3LK-SW 14,897 1,538 0,247 0,093 0,118 0,073
2-3-1BR1 16,295 2,141 0,331 0,114 0,200 0,105
2-3-2BR1 15,597 0,786 0,309 0,102 0,268 0,074
2-3-3BR1 11,787 1,020 0,291 0,134 0,194 0,067
2-3LK-HW2 17,791 1,966 0,160 0,108 0,107 0,956
2-3LK-SW2 17,395 0,429 0,138 0,164 0,284
2-3-1BR2 12,489 1,496 0,091 0,256 0,119 0,096 0,136
2-3-2BR2 16,802 1,815 0,353 0,123 0,197 0,074
2-3-3BR2 15,987 0,772 0,129 0,398 0,225 0,185 0,089
2-3-1SW 9,091 0,910
2-3-2SW 11,490 0,189
2-3-3HW 9,289 0,000
2-3-4HW 9,291 0,202 0,193
2-3-5HW 8,498 0,320 0,335
1-1LK-HW1 196,523 79,657 0,993 0,074 0,455 0,122 18,084 26,089 20,173 1,222 7,477 0,770
1-1LK-SW1 297,721 102,998 2,750 0,244 1,260 0,252 42,803 51,082 34,314 2,633 10,952 0,811
1-1-1BR1 314,448 101,270 3,061 0,163 1,306 0,223 49,192 55,873 41,022 2,886 11,011 0,955
1-1-2-BR1 258,674 97,330 0,176 3,971 0,283 1,798 0,253 22,758 57,276 29,040 1,522 9,753 0,422
1-1-3-BR1 120,752 43,739 0,160 1,574 0,795 0,634 0,116 3,395 14,291 11,367 0,376 3,826
1-1-4-BR1 31,584 18,763 0,165 0,442 0,438 0,146 0,064 0,803 0,757 1,043 0,178
1-1DK-HW1 172,080 63,300 1,078 0,067 0,452 0,113 14,478 22,406 17,725 1,255 7,933 0,777
1-1DK-SW1 231,493 82,794 0,128 1,412 0,196 0,445 0,142 71,615 33,549 19,227 3,955 9,094 2,495
1-1DK-HW2 202,180 68,610 1,243 0,083 0,484 0,143 21,946 27,095 24,228 1,449 8,636 1,203
1-1DK-SW2 293,565 91,213 0,149 1,616 0,541 0,510 0,186 75,969 36,306 31,366 3,589 11,463 1,800
1-1-1SW 16,885 4,809 0,141 0,044 0,098 0,152 0,147 0,082
1-1-2SW 15,594 1,565 0,137 0,153 0,075
1-1-3HW 60,070 15,360 0,597 0,314 0,150 0,113 1,194 0,396 0,326 0,116 1,509
1-1-4HW 55,328 16,531 0,686 0,148 0,656 3,532
1-1-5HW 28,680 10,657 0,851 0,488 2,171 0,120 3,580
2-1LK-HW1 165,934 77,877 1,968 0,589 0,935 0,297 13,264 0,352 18,311 0,697 6,723 0,420
2-1LK-SW1 234,106 91,800 0,114 3,013 0,080 0,466 0,367 38,407 48,878 29,986 2,328 9,375 0,592
2-1-1BR1 293,312 98,379 0,132 2,848 0,074 1,010 0,237 54,295 57,706 36,718 0,092 12,425 0,838
2-1-2BR1 201,299 90,656 0,182 2,310 0,066 0,278 0,191 18,321 46,848 29,167 1,101 10,017 0,517
2-1-3BR1 55,300 34,118 0,122 0,699 0,271 0,360 0,109 2,438 4,930 7,287 0,249 2,464
2-1LK-HW2 111,667 59,864 2,341 1,054 0,961 0,196 15,744 26,232 23,016 1,074 3,263 0,492
2-1LK-SW2 221,112 102,937 0,101 2,857 0,255 1,317 0,337 38,272 54,543 38,917 2,731 11,212 1,081
2-1-1BR2 277,617 93,071 0,855 0,215 0,321 0,136 7,031 0,331 11,987 1,259 7,395 0,384
2-1-2BR2 187,650 77,510 2,806 0,126 0,328 0,290 30,691 44,323 27,371 1,971 8,602 0,656
2-1-3BR2 97,841 48,330 0,113 3,143 0,083 0,889 0,278 50,108 61,245 35,346 2,955 12,012 1,163
2-1DK-HW1 211,458 89,255 0,139 3,060 0,630 1,260 0,215 15,842 41,130 21,399 1,009 7,537 0,534
2-1DK-SW1 282,774 93,744 0,143 1,735 0,739 0,669 0,126 6,043 13,279 8,842 0,249 2,862
2-1-1SW 13,090 0,471 0,136 0,102 0,106 0,090 0,083
2-1-2SW 9,298 0,071
2-1-3HW 59,300 21,275 1,012 0,713 0,275 0,258 1,079 1,232 0,184 0,778
2-1-4HW 38,796 15,689 0,000 0,058 0,830 0,642 0,557 2,566
2-1-5HW 27,775 11,635 0,183 0,062 0,937 0,684 2,688
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1-2LK-HW1 63,000 59,570 0,721 0,281 0,207 0,038 0,598 0,719 3,362 1,930
1-2LK-SW1 166,000 65,500 2,115 0,680 0,993 0,185 8,204 15,622 30,829 1,146 7,374 0,248
1-2-1BR1 290,071 86,892 3,584 0,151 1,897 0,339 20,042 45,574 50,860 2,886 13,321 0,868
1-2-2BR1 88,565 35,706 1,010 0,037 0,568 0,081 4,224 12,986 15,015 0,457 4,620 0,306
1-2-3BR1 65,741 29,717 0,722 0,035 0,376 0,048 2,152 7,446 9,758 0,293 3,629 0,223
1-2LK-HW2 65,887 27,003 0,570 0,292 0,172 0,055 0,892 1,059 2,657 2,027
1-2LK-SW2 145,869 57,346 0,101 1,955 0,609 0,868 0,170 7,568 13,293 28,373 0,987 6,865 0,234
1-2-1BR2 254,346 87,525 0,135 2,642 0,126 1,387 0,238 20,373 34,528 48,577 1,875 11,984 0,743
1-2-2BR2 77,546 44,539 0,925 0,038 0,511 0,080 3,017 10,464 12,522 0,344 4,359 0,323
1-2-3BR2 68,893 33,175 0,769 0,054 0,411 0,077 4,310 9,728 12,012 0,521 3,168 0,206
1-2DK-HW1 108,900 0,000 0,486 0,053 0,247 0,081 8,553 9,052 13,483 0,676 1,946 0,368
1-2DK-SW1 180,592 65,752 1,107 0,582 0,389 0,122 33,194 18,372 25,297 1,374 8,811 1,132
1-2-1SW 12,795 0,604 0,068
1-2-2SW 9,590 0,015
1-2-3HW 21,066 7,188 0,358 0,191 0,092 0,152 0,284 0,146 0,459
1-2-4HW 17,283 5,334 0,047 0,106 0,077 0,086 0,858
1-2-5HW 13,592 3,376 0,105 0,080 0,130 0,103 0,687
2-2LK-HW1 122,302 45,243 1,960 1,018 0,708 0,103 2,326 6,138 14,089 0,701 5,715 0,222
2-2LK-SW1 177,576 67,918 0,156 2,482 0,633 1,246 0,248 10,510 22,044 32,551 1,643 9,997 0,412
2-2-1BR1 203,119 69,705 0,133 2,430 0,075 1,388 0,262 8,649 28,107 34,295 1,600 9,513 0,438
2-2-2BR1 65,280 24,597 0,170 1,136 0,147 0,499 0,081 1,321 8,440 9,518 0,288 3,537 0,212
2-2-3BR1 50,265 16,808 0,223 0,642 0,276 0,259 0,050 0,703 2,187 4,598 0,162 2,071
2-2LK-HW2 114,066 43,022 1,561 0,891 0,660 0,111 2,713 7,382 13,963 0,756 5,492 0,213
2-2-LK-SW2 214,471 70,929 0,137 2,512 0,156 1,255 0,271 13,638 24,920 35,233 1,737 10,779 0,449
2-2-1BR2 266,967 83,251 0,164 2,982 0,091 1,683 0,267 18,029 40,836 43,450 2,274 13,471 0,620
2-2-2BR2 21,489 4,400 0,200 0,136 0,044 0,101 0,535 1,438 0,690
2-2-3BR2 15,088 2,168 0,174 0,040 0,096 0,103 0,332 0,185
2-2-1SW 17,391 0,714 0,158 0,052 0,065
2-2-2SW 13,889 0,320 0,073 0,064 0,079
2-2-3SW 12,099 0,419 0,107 0,085 0,192
2-2-4HW 17,679 9,595 0,508 0,427 0,143 0,124 0,069
2-2-5HW 6,603 3,029 0,157 0,111 0,054 0,106
2-2-6HW 15,485 10,059 0,657 0,554 0,182 0,045 0,202 0,077 0,618 0,159
1-3LK-HW1 45,100 22,445 0,747 0,421 0,243 0,040 2,089 1,886 2,995 0,198 0,550
1-3LK-SW1 135,700 55,437 1,660 0,079 0,671 0,144 17,861 15,807 25,436 1,107 5,324 0,244
1-3-1BR1 297,673 83,199 0,120 2,120 0,062 1,044 0,213 39,402 36,502 55,864 2,960 10,678 0,900
1-3-2BR1 268,858 82,756 0,176 2,542 0,062 1,511 0,208 33,104 29,435 58,198 2,536 10,358 0,651
1-3-3BR1 57,154 25,829 0,908 0,113 0,346 0,059 4,293 3,684 12,351 0,215 2,840
1-3LK-HW2 153,516 57,217 1,346 0,125 0,539 0,123 12,724 13,330 27,815 0,934 6,249 0,298
1-3LK-SW2 183,298 64,316 0,146 1,812 0,074 0,880 0,152 20,459 16,799 37,495 1,272 6,757 0,263
1-3-1BR2 290,442 83,502 0,155 2,606 0,069 1,555 0,242 30,265 30,752 55,604 2,219 10,671 0,469
1-3-2BR2 144,970 49,906 1,922 0,237 1,098 0,130 14,249 11,131 28,267 0,773 5,687 0,189
1-3-3BR2 37,396 13,805 0,656 0,101 0,272 0,037 2,231 2,434 5,021 0,176 1,386
1-3-1SW 18,293 0,877 0,132 0,094 0,070
1-3-2SW 15,586 -0,640 0,059
1-3-3HW 42,492 9,331 0,448 0,202 0,136 0,463 0,144 0,080 0,070 0,126
1-3-4HW 17,486 6,539 0,463 0,340 0,142 0,638 0,243 0,307
1-3-5HW 21,683 7,463 0,520 0,368 0,161 0,454 0,707 0,392
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2-3LK-HW 119,093 40,033 1,397 0,648 0,481 0,060 5,286 3,815 7,630 0,365 4,619
2-3LK-SW 99,780 34,163 0,160 1,276 0,320 0,535 0,119 8,792 7,007 11,288 0,438 3,002
2-3-1BR1 122,763 44,630 0,196 1,573 0,047 0,833 0,133 12,341 12,320 19,956 0,822 4,692 0,167
2-3-2BR1 120,876 44,400 0,191 1,569 0,029 0,885 0,115 10,836 12,214 20,331 0,819 4,563
2-3-3BR1 63,031 25,606 0,133 0,994 0,160 0,484 0,068 5,050 4,101 8,868 0,298 2,182
2-3LK-HW2 102,549 33,955 1,067 0,409 0,380 0,069 4,866 4,338 6,509 0,169 3,266 0,181
2-3LK-SW2 155,953 51,754 0,142 1,470 0,066 0,798 0,153 14,622 12,306 20,934 0,803 2,929 0,302
2-3-1BR2 100,310 33,978 0,179 1,042 0,040 0,519 0,088 8,971 7,230 12,479 0,461 3,496
2-3-2BR2 134,413 44,697 0,220 1,424 0,057 0,755 0,123 13,806 9,631 18,571 0,871 4,361
2-3-3BR2 110,212 41,298 0,194 1,351 0,033 0,753 0,111 12,240 8,574 15,806 0,809 3,951
2-3-1SW 16,883 1,409 0,203 0,115
2-3-2SW 20,482 2,916 0,177 0,064
2-3-3HW 59,728 17,667 1,153 0,674 0,305 3,087 0,280 0,355 0,088 0,092
2-3-4HW 57,243 16,895 0,883 0,391 0,215 0,996 0,197 0,625 0,700
2-3-5HW 54,089 14,535 0,614 0,278 0,137 1,004 1,756 0,479 1,325
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Priloga E: Dinamika rasti organizmov pri difuznem testu na hranilnem gojišču 
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